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Resumen IX

Resumen

En este trabajo se sintetizaron 7 péptidos llamados DM 1.1, DM 1.2, DM 1.3, DM 1.4 DM
1.5, DM 1.6 y DM1.7 analogos de DM 1 (ALWKTMLKKLGTMAL). DM 1 es un derivado
de la dermaseptina S1 (ALWKTMLKKLGTMALHAGKAALGAAADTISQGTQ), a la cual se
le ha encontrado actividad antiparasitaria. Los péptidos sintetizados fueron evaluados
contra bacterias E. Coli (gram -), S. Aureus (gram +) y contra parasitos de L. Panamen-
sis, encontrdndose actividad biol6gica contra estos agentes patdgenos cuando son trata-
dos in vitro con DM 1.4y DM 1.6.

Haciendo uso de la espectroscopia RMN se pudieron determinar las conformaciones y la
estructura 3D de los péptidos DM 1.4 y DM 1.6, quienes fueron los de la mayor actividad
biol6gica, encontrando que para DM 1.4 la estructura del péptido es de tipo a-hélice entre
los aminoacidos W> y W1y; y para el DM 1.6 esta conformacion se da entre Ws y Lis.

Palabras clave: Sintesis en fase sdlida, péptidos antimicrobianos, Dermaseptina, RMN,
COSY H-H, TOCSY, NOESY, leishmaniosis, L. Panamensis, espectrometria de masas,
dicroismo circular.

Abstract

In this work 7 peptides called DM 1.1, DM 1.2, DM 1.3, DM 1.4, DM 1.5, DM 1.6 and
DM1.7 were synthesized. The peptides are analogues of DM1 (ALWKTMLKKLGTMAL).
The latter is a derivative of dermaseptin S1 (ALWKTMLKKLGTMALHAGKAAL-
GAAADTISQGTQ), a larger peptide with antiparasitic activity. The peptides were synthe-
sized and evaluated against E. Coli (gram -) and S. Aureus (gram +) bacteria and, L.
Panamensis parasites. It was found that DM 1.4 and DM 1.6 display in vitro biological
activity against these pathogens.

The 3D structures of the DM 1.4 and DM 1.6 peptides, those ones with the largest biolog-
ical activity, were solved using NMR spectroscopy. It was found that DM 1.4 forms an a-
helix between amino acids W, and W1, while DM 1.6 forms an alpha-helix between Ws
and L1s.

Keywords: solid phase synthesis, antimicrobial peptides, Dermaseptins, NMR, COSY H-
H, TOCSY, NOESY, leishmaniasis, Circular dichroism, Mass spectrometry.
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Introduccion

El crecimiento poblacional en regiones tropicales y la generacién de resistencia a los me-
dicamentos por parte de los parasitos de Leishmania ha incrementado el riesgo de las
poblaciones en el mundo entero a padecer leishmaniosis. En Colombia, segun estudios
del Instituto Nacional de Salud, se estima que existen alrededor de 10 millones de perso-
nas en riesgo, y la transmision es especialmente en la zona rural [1]. Las tres formas
clinicas de la enfermedad que se presentan son la cutanea (95% de los casos), la leish-
maniosis moco cutanea y la leishmaniosis visceral. Esta enfermedad es endémica princi-
palmente en el Valle del Rio Magdalena y sus afluentes. La existencia de focos correla-
ciona con la distribucion de Lutzomyia longipalpis, el mosquito trasmisor del parasito, en
Tolima, Huila, Cundinamarca, Bolivar, Cérdoba, Sucre, Santander y Norte de Santander.
Debido a estos factores varios grupos de investigacion vienen adelantando estudios con
el fin de generar medicamentos alternativos para tratar dicha enfermedad. Unos de los
compuestos que tienen la posibilidad de convertirse en medicamentos son las dermasep-
tinas y/o sus analogos. Las dermaseptinas es una familia de péptidos antimicrobianos
(AMPs) que han demostrado tener accion contra el parasito.

En trabajos previos desarrollados en el laboratorio, se pudo observar que el péptido DM1
(ALWKTMLKKLGTMAL), el cual es un derivado de la Dermaseptina S1, presenta activi-
dad leishmanicida frente a parasitos de L. panamensis en su forma promastigote. A partir
de este trabajo se sugiere sintetizar 7 péptidos analogos. Estos se proponen a partir de
prediciones de las estructuras secundarias y de la posible actividad antimicrobiana. Con
la ayuda de los servidores AMPA, CAMPA y Antibp [2] se analiza la probabilidad que
estos péptidos tengan actividad antimicrobiana. Igualmente con los servidores PEP-
FOLD, APD2 y PSIPRED [3] se predice la estructura secundaria. Los servidores mues-
tran que los péptidos propuestos tienen una alta probabilidad de ser antimicrobianos y

predicen una estructura secundaria mayoritaria de a-hélice.

Los péptidos analogos a DM1 se sintetizan por medio de la metodologia Fmoc [4]. Se
purifican por RP-HPLC. Se caracterizan por espectrometria de masas y se realizan ensa-
yos de actividad bioldgica contra parasitos de L. Panamensis y contra bacterias gram

positivas y gram negativas, S. Aureus y E. Coli respectivamente.

La elucidacion de la estructura 3D de los péptidos por medio de métodos espectroscopi-

cos como dicroismo circular y resonancia magnética nuclear, permite conocer sus carac-
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teristicas estructurales. Por medio del dicroismo circular se obtiene informacién de la
estructura secundaria que poseen los péptidos. El andlisis de los experimentos de RMN
bidimensional homonuclear (*H-'H) COSY, TOCSY y NOESY nos permite saber en qué
region de la cadena de aminoécidos es que se presenta la estructura secundaria predo-

minante.
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1.Marco teodrico

1.1 Leishmaniosis problema de salud publica.

La Leishmaniosis (también conocida como leishmaniasis) es una enfermedad que agrupa
varias infecciones causada por parasitos protozoarios del género Leishmania (Kineto-
plastida: Trypanosomatidae), que son transmitidos a los humanos y a otros mamiferos
por la picadura de un mosquito vector hembra infectada del género Phlebotomus en el
viejo mundo y Lutzomyia en el nuevo mundo. La infeccién en el hombre se puede dar a
partir de pardasitos provenientes de un reservorio animal (ciclo zoon6tico), o a partir de

parasitos que el vector ha tomado de otro hospedero humano (ciclo antroponético)[5].

Veinte especies de Leishmania son conocidas por infectar a los humanos causando una

de las 3 formas clinicas de la enfermedad[6]:

Leishmaniosis Cutanea (LC): Es la forma mas comun de la Leishmaniosis, forma ulcera-
ciones indoloras en la zona de contagio de crecimiento lento. Si se produce sobreinfec-

cion la lesién se torna dolorosa, se inflama y comienza a secretar fluidos.

Leishmaniosis Moco cutanea (LM): Ocurre como resultado de la diseminacion del parasi-
to. La forma deformante de la enfermedad puede causar mortalidad y se puede presentar
de manera simultanea con las lesiones cutaneas o en el periodo de los 2 a 3 afios si-
guientes de las lesiones en piel o por contigiidad. Afecta las mucosas de las vias areas

superiores nariz, faringe, boca, laringe y traquea.

Leishmaniosis Visceral (LV): Es una forma de Leishmaniosis que ataca principalmente el
higado, la medula 6sea y el bazo. Se caracteriza por fiebre continua, anemia, espleno-
megalia y/o hepatomegalia, y por debilidad progresiva; si no se trata a tiempo puede cau-

sar la muerte [7].

La Organizacion Mundial de la Salud (WHO por sus siglas en inglés) ha estimado que
entre 1.3 millones de nuevos casos son reportados anualmente en el mundo, 1 millén de
estos casos se refieren a LC, mientras que 300 mil son debidas a la LV que es la forma
mas peligrosa de la enfermedad con una tasa de mortalidad entre 20 y 40 mil personas
por afio, cerca de 310 millones de personas estd en riesgo de contraer la enfermedad

[8,9] al vivir en las zonas de mayor influencia. Actualmente se ha evidenciado un grave
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problema de salud en las zonas afectadas por la enfermedad debido a la coinfeccion de
la Leishmaniosis con el VIH, lo cual agrava los problemas de salud y los tratamientos de

las personas enfermas [10].

En Ameérica, las leishmaniosis representan un problema significativo en salud Publica,
debido a su alta morbilidad, con distribucion en algunas partes de México, América Cen-
tral y América del Sur, a excepcion de Chile y Uruguay donde no se han reportado casos.

En lo corrido de los afios 2001 a 2011, Brasil, Colombia y Pert aportaron el 75,8 % de los
casos de leishmaniosis cutadnea y mucosa. Para leishmaniosis visceral Brasil aporto el

96,6% de los casos en América.

En Colombia, durante la década de los 90 se notificaban en promedio 6.500 casos nue-
vos de leishmaniosis por afio, cifra que aument6 progresivamente al punto de pasar en
los afios 2005 y 2006 a cerca de 20.000 casos cada afo notificados al sistema y durante
el 2007 un descenso en los casos a cerca de 14.000 y luego en el 2008 a 8246, aumen-
tando luego en el 2009 y 2010 a 15455 casos y 14843, respectivamente y luego en el
2011 con 9241 casos. Es una patologia endémica en casi todo el territorio, excepto en
San Andrés Islas y Bogota D.C. Se estima que en el pais existen alrededor de 11 millo-
nes de personas en riesgo, donde la transmisién principalmente se da en el area rural [1].
En la Tabla 1 podemos observar las especies de Leishmania involucradas en la genera-

cion de la enfermedad en Colombia siendo predominante la L. panamensis.

Tabla 1. Formas clinicas de Leishmaniosis en Colombia, distribuciéon y especies involucra-
das. fuente: SIVIGILA.

FORMA CLI- ESPECIE (S) DE LEISHMANIA DISTRIBUCION UL-
L.C. \ L. mexicana, L. panamensis y L. amazonensis 98,8 %
L.M. ‘ L. braziliensis, L. guyanensis y L. panamensis 1,0%
L.V. ‘ L(L) chagasi sinbnimo de L(L) infantum 0,2 %

Hasta la semana epidemioldgica 32 del afio 2014 se notificaron al sistema de informacion
Sivigila, 6404 casos de leishmaniosis de los cuales, 6324 fueron de la forma cutanea y
corresponden a un 98,8 %, 64 casos de leishmaniosis mucosa que corresponden al 1,0
% y 16 casos confirmados de leishmaniosis visceral, que corresponden al 0,2 %. Durante
el mismo periodo del afio 2013 se notificaron al sistema 5718 casos, lo que representa un

aumento de 686 casos (12 %) respecto al presente afio. Los casos de leishmaniosis se
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concentraron en los departamentos de Antioquia, Santander, Meta, Tolima, Narifio, Gua-
viare y Cordoba, que concentran el 69 % de la notificaciobn de casos a semana 32 de
2014 [1].

1 a 20 casos

21 a 90 casos
100 a 289 casos
220 a 1829 casos

Lin Cartimem = 113Em
Km i)

/

Fuente: Sivigila, Institute Nacional de Salud. Colombia

Figura 1. Mapa de distribucion de la leishmaniosis cutanea en Colombia.

Transmision de la enfermedad.

Las hembras de los mosquitos vectores (Phlebotumus y Lutzomya spp) son infectadas al
alimentarse de la sangre de animales (zoonosis) y/o humanos (antroponosis) infectados
con el parésito. Los parasitos adquiridos en forma de amastigotes se transforman en
promastigotes en el intestino del mosquito donde se replican; en una subsecuente ali-
mentacion, los promastigotes metaciclicos son inyectados dentro de la piel del hospedero
humano. Estos promastigotes son fagocitados o invaden a las células macréfagas cerca-
nas del hospedero, una vez alli se transforman en amastigotes y se reproducen por mito-
sis, posteriormente dejan la célula e invaden otras células [11]. Durante la alimentacién
de otro mosquito este se contamina con el parasito y el ciclo vuelve a comenzar como se

muestra en la figura 2.
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Figura 2. Ciclo de infeccion de la leishmaniosis[12].

Tratamientos actuales para combatir la Leishmaniosis

El tratamiento de la leishmaniosis depende de la quimioterapia; los medicamentos co-
munmente usados se muestran en la figura 3 y estos son las sales de antimonio pentava-
lente (antimoniato de meglumina(A) y estibogluconato de sodio), la anfotericina B (B), la

miltefosina (C) y la paromomicina (D) [13].

Las sales de antimonio han sido la primera linea de tratamiento por mas de cinco déca-
das, pero el incremento de la resistencia del parasito y los efectos adversos de este me-
dicamento han limitado su uso en zonas endémicas. Estas sales actian sobre el parasito
generando fragmentacion del ADN, lo que sugiere el rol de la apoptosis, inhibiendo las
rutas metabdlicas como la glicolisis, y la tripanotién reductasa, una enzima responsable
por conferir al parasito proteccién contra las especies reactivas de oxigeno anfitrion y
nitrégeno. Un estudio sobre las formas amastigotes y promastigotes de Leishmania resis-
tentes, ha demostrado una reduccién en la acumulacion de metales ya sea debido a la
absorcion reducida o al incremento del flujo de salida del antimonio. La sobreexpresion
de un gen de la proteina de choque térmico (HSP70) se ha encontrado que esta asocia-
do con la resistencia a antimonio, los transportadores de la familia ABC (“ATP-binding
cassette”) como el MRPA (multi drug resistant protein A) y pentamidina proteina resisten-
te 1 (PRP1) que actian como bomba de salida de los derivados del antimonio, también

estan vinculados a la resistencia de antimonio. Ademas, varios genes identificados en
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antimoniales aislados clinicos que no responden sugiere el mecanismo multifactorial de

la resistencia [14].

OH A~ NI

" ~OH %
[o )
1 9"\/\
HO—/ i yiOH
N/

,,‘Nf O

Figura 3. Medicamentos utilizados en el tratamiento de la Leishmaniosis. Antimoniato de meglumi-
na(A)), la anfotericina B (B), la miltefosina (C) y la paromomicina (D).

Consecuentemente, la anfotericina B es ahora usada como el medicamento principal en
el tratamiento de pacientes enfermos de leishmania, principalmente LV. Sin embargo
este medicamento también tiene asociada toxicidad y se ha reportado resistencia de los
pardasitos al tratamiento. La miltefosina (una alquilfosfocolina) fue desarrollada como un
medicamento oral y mostré6 una promesa temprana; sin embargo, ahora hay cada vez

mayor incidencia de recaidas en pacientes tratados con este farmaco[13].

La paromomicina es quimicamente un antibiético aminoglicosidico y tiene tanto actividad
antileishmanial como antibacteriana. Ella cura tanto LV como LC (con mayor eficacia en
comparacion a los medicamentos ya mencionados), pero la limitada disponibilidad res-
tringe su uso en regiones endémicas. Debido a su uso limitado no se ha informado resis-
tencia adn en tratamiento ambulatorio, pero se ha reportado resistencia in vitro en Leish-

mania donovani y Leishmania tropica[14].

Debido a los diversos problemas de salud (los cuales se enuncian en el capitulo 2) que
presentan los medicamentos actuales, a la generacién de resistencia por parte del para-
sito y a los altos costos de la produccién de estos medicamentos en el mundo entero,
varios grupos e institutos de investigacion tanto publicos como privados estan buscando
alternativas terapéuticas, ya sean sintéticas o naturales, para el tratamiento de la Leish-

maniosis. Entre ellas tenemos:
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Las quinolonas, como la 8-aminoquinolona (sitamaquina), en ensayos clinicos fase Il ha
demostrado una proporcion de cura para pacientes infectados con LV entre 0 a 67%,
utilizando una dosis de 1,0 mg/kg/dia durante 28 dias; la toxicidad para este medicamen-
to no ha sido reportada. En uno de los estudios, realizado en la leishmaniosis cutanea
causada por Leishmania major en ratones BALB/c, la sitamaquina no redujo la carga de
pardsitos y se continué la progresion de la lesion. La poca eficiencia y actividad exige

seriamente mas ensayos clinicos [14,15].

Los azoles antimicéticos como el ketoconazol, itraconazol y elfluconazol han demostrado
tener actividad contra parasitos de Leishmania spp., inhibiendo la enzima 14-a-
demetilasa, una enzima del sistema microsomal oxidativo dependiente del citocromo
P450. De esta forma deteriora la biosintesis de esteroles de membrana. El alopurinol
(Alurén) ha demostrado ser activo in vitro contra una gran variedad de especies de
Leishmania y Trypanosoma. Esta droga se ha utilizado en el tratamiento de la Leishma-
niosis por via oral, basandose en estudios bioquimicos y enziméticos de las purinas y de
los acidos nucleicos de estos parasitos. Aungue la tasa de curacion en los estudios reali-
zados resulta relativamente baja, se prueba su combinacién con otros agentes para me-
jorar su eficacia [16]. Otras sustancias que han mostrado actividad prometedora frente a
parasitos de leishmania, principalmente L. amazonensis, han sido los derivados de tieno-
[2,3-b]piridinas con una CES50 entre 29 y 32 uM [17].

Péptidos antimicrobianos, potenciales medicamentos para el tratamiento de la

Leishmaniosis.

Si bien se han desarrollado nuevas tecnologias para el descubrimiento de farmacos, la
naturaleza sigue siendo el punto de partida mas importante para el desarrollo de nuevos
agentes terapéuticos. En particular, en el caso de los antimicrobianos sélo el 20% de los
productos comercializados son totalmente sintéticos, en otras palabras no fueron inspira-

dos en productos naturales.

Mas de 2000 péptidos antimicrobianos (AMPs por sus siglas en inglés) han sido aislados
de varias fuentes: bacterias, plantas, aves, peces, insectos, anfibios y mamiferos. Estos
compuestos contienen entre 12 y 50 aminoacidos. Los AMPs reciben una atencion cre-
ciente en el tratamiento de enfermedades causadas por infecciones bacterianas y no
solamente destruyen diferentes bacterias, sino también varios hongos, parasitos y células

cancerosas. Son considerados importantes moléculas efectoras del sistema inmune inna-
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to, el cual es el principal mecanismo de defensa para la mayoria de los organismos vivos
durante las etapas iniciales de una infeccion, y complementan al altamente especifico

sistema inmune adaptativo [18,19].

Basados en su estructura secundaria los AMPs se pueden agrupar en 4 grandes clases:
hojas-B, a-hélice, loop y extendidos como se ven en la figura 4 [20]. A pesar de tener
diferencias en su estructura primaria y secundaria comparten patrones estructurales co-
munes; ellos comunmente se pliegan en diferentes estructuras anfipaticas, separando las
partes hidrofobicas e hidrofilicas. Los AMPs mas investigados son los que forman a-
hélices (a-AMP), que puede ser su estructura secundaria inherente; aunque en la mayo-
ria de los casos estos péptidos se despliegan en solucién y requieren la interfaz de
membrana para adoptar conformaciones a-hélice. Estas a-hélice son generalmente anfi-
paticas, lo cual permite a la cara apolar del péptido interactuar con el nacleo hidrofébico
de la membrana, mientras que concomitantemente permite a su cara polar participar en
interacciones electrostaticas con la regién-grupo de cabeza de los lipidos de membrana
resultando en una lisis rapida para un amplio espectro de bacterias, las cuales decrecen

la probabilidad de desarrollar resistencia [21,22].

(A) a-Helice
.d
Magainina-2 B- Defensina
(C) Extendida (D) Vueltas (Loop)
@ aap a
%
@ -

Indolicidina Gramicidina

-

Figura 4. Estructura secundaria de los AMP[20].

Los AMPs han alcanzado intercambio dinAmico en sus estructuras y topologias al inter-
actuar con las membranas celulares microbianas. La superficie exterior de la célula pro-
cariota esta cargada negativamente debido a la presencia de lipopolisacaridos o acido
teicoico, mientras que la cara externa de la célula eucariota se compone de zwitteriones
de fosfatidilcolina y fosfolipidos de esfingomielina. La interaccién electrostatica de pépti-

dos con las moléculas cargadas negativamente en la membrana parece ser el mecanis-
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mo principal para la actividad antimicrobiana. En otros casos, los amplificadores ejercen
actividad antimicrobiana en las células diana por translocacion a través de la membrana
celular e inhiben procesos celulares esenciales, tales como la sintesis de proteinas, sin-
tesis de &cidos nucleicos, las actividades enzimaticas, y la sintesis de la pared
celular[18,23]. En la figura 5 se muestran los modelos de accion del péptido sobre la
membrana lipidica, A representa el modelo de formacién de poro tipo barril, B la disrup-
cion de la membrana por un recubrimiento llamado tipo carpeta, C formacién de poro
toroidal, D electroporacion asistida por péptidos y E disrupcion temporal de la membrana

a causa de los péptidos.

Figura 5. Posibles mecanismos de accion de los AMPs[24].

Debido a la interaccion con la membrana celular de microorganismos patégenos, los
AMPs son una fuente de estudio en el desarrollo de medicamentos contra enfermedades
parasitarias como la leishmaniosis. Varios péptidos antimicrobianos han sido evaluados
como agentes leishmanicida obteniendo resultados positivos para las cecropinas, meliti-
na, gomesina, dermaseptinas, y un polipéptido de la piel denominado YY(SPYY) [25]; las
temporinas, son péptidos extraidos de la Rana Temporaria que han demostrado actividad
contra promastigotes y amastigotes de leishmania, en especial las TA (FLPLIGRVLSGIL-
NH2), TB (LLPIVGNLLKSLL-NH,) y mas recientemente la (FLPAALAGIGGILGKLF-NH>)
[26,27].
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Las dermaseptinas (DSs) son una superfamilia de péptidos antimicrobianos que fueron
encontradas en secreciones de piel de ranas Hyalide y Ranidae. Las Hyalide son una de
las familias més grandes de ranas y se encuentran en Sur América. Las dermaseptinas
son AMPs que se han encontrado principalmente en ranas de la subfamilia Phyllomedu-
siae. Estos péptidos comparten un patron caracteristico consistente en un triptéfano en la
posicién 3 desde el residuo N-terminal [28], difieren en carga neta e hidrofobicidad y ejer-
cen una accién litica selectiva sobre algunas bacterias, protozoos, levaduras y hongos
filamentosos a concentraciones del orden uM. A diferencia de los péptidos de polilisina,

las dermaseptinas muestran poca actividad hemolitica[29].

La Dermaseptina S1 (ALWKTMLKKLGTMALHAGKAALGAAADTISQGTQ), un péptido
con 34 residuos de aminoacidos aislado inicialmente de la piel del sapo de la familia Phy-
llomedusa sauvagii, tiene una estructura primaria Unica y diferente a la de los péptidos
antimicrobianos conocidos hasta ahora, siendo el primer péptido de un vertebrado que ha
mostrado ser activo contra los hongos patégenos. En efecto, en concentraciones micro
molares, se ha demostrado su actividad para inhibir el crecimiento e inducir alteraciones
morfologicas de Aspergillus fumigatus y Aspergillus niger, dos hongos filamentosos res-
ponsables de graves infecciones oportunistas que acompafian el sindrome de inmunode-

ficiencia adquirida y el uso de potentes agentes inmunosupresores [30].

Con respecto a la actividad Leishmanicida, las DSs han demostrado tener actividad con-
tra promastigotes (forma infectiva) de Leishmania, y a su vez han demostrado tener acti-
vidad contra formas intracelulares del parasito (L. Panamensis y L. Major) por lo que se
les considera potenciales herramientas contra Leishmaniosis Cutanea causada por espe-

cies de Leishmania del nuevo mundo[31].

1.2 Sintesis de péptidos.

Los péptidos son formalmente polimeros de aminoacidos conectados por enlaces amida
(enlaces peptidicos) entre el grupo carboxi de un aminoé&cido y el grupo amino del si-
guiente, como se observa en la figura 6. De acuerdo al nUmero de residuos de aminoaci-
dos incorporados se clasifican como oligopéptidos, el termino oligo viene del griego oli-
gos que significa pocos, cuando tienen menos de 15 residuos de amino&cidos; si tienen
entre 15 y 50 residuos se denominan polipéptidos y por encima de 50 residuos son cono-

cidos como proteinas [32]
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Figura 6. Representacion del enlace peptidico.

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 un dipéptido glicina-glicina, obtenido por hidrdlisis parcial de la dicetopiperaci-
na de glicina en el laboratorio [33]. Desde ese momento se desarrollaron diversas meto-
dologias de sintesis de péptidos, en 1963 R. B. Merrifield daba a conocer una nueva me-
todologia denominada Sintesis de Péptidos en Fase Solida, conocida como SPPS por
sus siglas en inglés, gracias a este trabajo se le otorgd el premio nobel de quimica en
1984 [33,34].

Los principios de la sintesis en fase solida estan ilustrados en la figura 7. El aminoacido
C- terminal del péptido objetivo se ancla a un soporte insoluble por medio de su grupo
carboxi. Los grupos laterales de los aminoéacidos involucrados en la cadena peptidica
deben estar protegidos para evitar reacciones colaterales que impidan el crecimiento de
la cadena peptidica. El grupo amino del amino&cido que se va a anclar a la resina debe
estar protegido, evitandose asi que genere dimeros y otras reacciones no deseadas, este
grupo protector debe ser removido después se la reaccién con la resina y/o resina-
péptido, permitiendo el acople con el siguiente aminoacido. Una vez retirado el grupo
protector del amino anclado a la resina se adiciona un exceso del siguiente aminoacido
previamente activado para la formacién del enlace amido (mas conocido en péptidos y
proteinas como enlace peptidico), la activacion del grupo carboxi del aminoacido se reali-
za mediante la generacion de un éster activado o por reaccién con un agente acoplante.
Después del acople del aminoacido, se retira el exceso de reactivo mediante el lavado
con solventes como el DMF y el protector del grupo N- terminal del péptido-resina se reti-
ra antes de realizar el siguiente acople; este proceso se realiza repetidamente hasta al-

canzar la longitud de la cadena peptidica deseada.

El paso final de la sintesis consiste en retirar el péptido de la resina y los grupos protecto-
res de las cadenas laterales, adicionando pequefias cantidades de sustancias capaces

reaccionar rgpidamente con los grupos protectores de las cadenas laterales de los ami-
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noacidos, que se liberan durante el tratamiento con &cido de la resina-péptido; a estas

sustancias se les denominan scavengers [35].
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Figura 7. Representacion grafica de la sintesis en fase sélida[33].

La estrategia de Merrifield consiste en la desproteccién acida del grupo amino mediante

el uso de acidos fuertes (como el TFA) y la remocion del péptido de la resina usando fluo-

ruro de hidrogeno (HF) liquido, este continuo y repetido uso de &cidos fuertes durante la

sintesis generan pérdida de péptido del soporte solido, desproteccion parcial de los gru-

pos protectores de las cadenas laterales, entre otros. Debido a esto en 1970 Hang y Car-

pino introdujeron una nueva metodologia de sintesis al utilizar como protector el 9-

fluorenilmetiloxicarbonil (Fmoc) en el grupo a-amino (figura 8); el cual requiere una base
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suave para ser removido del amino&cido, permitiendo el uso de grupos protectores resis-
tente a bases pero labiles en condiciones acidas y evitando el uso del HF como agente

de remocién del péptido de la resina, siendo reemplazado por TFA[33,36].

Q H O
O. O\IO(N\HJ\OH

R

Figura 8. Aminoacido protegido con el grupo Fmoc

1.3 Estructura de los péptidos.

Dado el gran namero de funciones y actividades bioldgicas que realizan los péptidos, el
conocimiento de las conformaciones que ellos adoptan en solucién tiene un gran interés
una vez que se acepta la existencia de una relacion entre la conformacion molecular y su

actividad biologica.

Las caracteristicas de un polipéptido y de una proteina estan descritos en términos de
estructuras primarias, secundarias y terciarias; mientras la estructura primaria clasifica el
namero y secuencia de los residuos de aminoacido en la cadena peptidica, la estructura
secundaria describe el orden de las conformaciones de naturaleza periddica o no periodi-
ca, hélices u hojas y vueltas respectivamente. Estas estructuras regulares son estabiliza-
das por la formacion de puentes de hidrogeno entre los hidrégenos donores (NH) y oxi-
genos aceptores (C=0) de los enlaces peptidicos. El arreglo tridimensional de las estruc-

turas secundarias se denomina estructura terciaria en proteinas.

La conformacioén preferida por la cadena peptidica bajo condiciones fisiolégicas es domi-
nada por los angulos de torsién energéticamente favorecidos ¢ y g (figura 9), junto con
los factores de estabilizacion como los puentes de hidrogeno y las interacciones hidrofo-
bicas. En comparacion con una cadena alifatica, el angulo de torsidn accesible para el
enlace peptidico en la cadena, y por lo tanto el nimero de posibles conformaciones de
una cadena peptidica, esta restringido debido al caracter parcial de doble enlace del en-

lace amida con una barrera de rotacion significativa[32].
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Figura 9. Representacion de los angulos diedros de los péptidos.

Una de las conformaciones que pueden adoptar los péptidos es la formacion de hélices,
gue se da cuando la cadena peptidica se pliega en forma de espiral donde los angulos
diedros y el numero de residuos definen el tipo de hélice. La méas comun es la a-helice, la
cual ocurre cuando un tramo consecutivo de residuos toman valores de angulos diedros
de aproximadamente ¢= -62° y y=-41°. Esta conformacion tiene 3,6 residuos de aminoa-
cido por vuelta, correspondientes a levantarse 5,4 A (0,54 nm) con un radio interno de 2,3
A (0,23 nm). Esta estructura secundaria es estabilizada por un patrén regular de puentes
de hidrégeno entre el oxigeno del carbonilo de cada aminoacido con el hidrégeno del
amido del aminoacido localizado en la cuarta posiciéon de la cadena peptidica (i, i+4) co-

mo se observa en la figura 10[37].
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Figura 10. Representacion de la formacion de los puentes de hidrégeno en hélices.

Las hojas- son otro tipo de conformacion que pueden adoptar los péptidos, en ella los
puentes de hidrogeno son formados entre dos cadenas polipeptidicas vecinas presen-
tando dos variaciones distinguibles: la hojas B paralelas, donde las cadenas son alineai-
das de una manera paralela (figura 11 A) y las antiparalelas, donde dos cadenas poli-
peptidicas se conectan por puentes de hidrogeno alineandose de manera paralela (figura
11B).
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Figura 11. Representacion gréafica de la formacion de hojas B. A) hojas B antiparalelas, B) hojas B
paralelas, C) pliegues formados en las hojas

En una conformacion extendida las cadenas peptidicas se caracterizan por tener angulos
¢ y y de £180°, sin embargo estos angulos solo se mantienen en oligopéptidos de glici-
na. El promedio de los angulos diedros de los residuos en la formacion de hebras 8 son
de -129° para ¢ y + 120° para y, estos pliegues no se extienden completamente debido

a la geometria tetraédrica del C[32].

Una tercera conformacion que pueden adoptar los péptidos son los giros, caracterizan-
dose por una inversion en la direccion de la cadena peptidica. A menudo son estabiliza-
dos por el puente de hidrogeno que ocurre cuando el oxigeno del carbonilo forma un
puente con el protén de la amida del tercer aminoacido de distancia en la cadena. Exis-
ten tres tipos de giros, llamados giros B |, Il y 11l diferenciandose entre si por el nimero de
residuos involucrados en el giro i+1, i+2 e i+3 respectivamente; con angulos diedros es-
pecificos para cada uno. Los valores de estos angulos son: @i+1= -64°, Wix1= -19° y @is2= -
90°, Yiso= -2° para tipo |; @ix1= -61°, W= -132° y @io= -82°, Wiro= -3° para tipo Il; ¢i+1= -
58°, Win=-33° y Pi2= -64°, Y= -26° para tipo 111[32,37].

Figura 12. Representacion de la interaccion de aminoacidos en la conformacién de giro.
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A principios de la década de 1960 Ramachandran y sus colaboradores resumieron el
rango de valores que pueden ser adoptados por estos angulos en un diagrama llamado
“grafico de Ramachandran” (figura 13 [38]), donde se muestran las combinaciones permi-
tidas y no permitidas de los valores de los angulos diedros ¢ y y. Experimentalmente, en
proteinas plegadas, se puede observar que la mayoria de los pares de angulos diedros ¢
y Y se agrupan en las regiones estéricamente permitidas, con una excepcién importante
representado por glicina (G). De hecho, este Ultimo carece del grupo CP por lo que no
puede generar colisiones estéricas, con lo que el nUmero de combinaciones/pares para

angulos @ y y sea mas alto que para otros aminoacidos [37,39].

Figura 13. Diagrama de Ramachandran

Dicroismo Circular.

En péptidos y proteinas los cromoforos mas importantes son los del enlace peptidico, el
cual absorbe por debajo de los 240 nm, las cadenas laterales de los aminoacidos aroma-
ticos (absorcién entre 260 y 320 nm) y los puentes disulfuro quienes poseen una banda
ancha y débil de absorcion centrada alrededor de los 260 nm. Las transiciones electréni-
cas n a n* del enlace peptidico generan una banda de absorcién ancha y débil centrada
alrededor de 220 nm, otra banda mas intensa alrededor de 190 nm que es debida a las

transiciones m a n* del enlace.

El dicroismo circular (DC) es un excelente método para inferir la estructura secundaria de
péptidos y proteinas. El dicroismo circular resulta de la actividad optica de la molécula.

Cuando los cromoforos de las amidas de la cadena principal de los péptidos se alinean,
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sus transiciones Opticas se desplazan o se separan en mdltiples transiciones como resul-
tado de las interacciones de los “excitones”. El resultado es que los diferentes elementos
estructurales tienen espectros DC caracteristico. Por ejemplo, las proteinas a-helicales
tienen dos minimos en 222 nmy 208 nm y un maximo a 193 nm. Las proteinas con hojas
antiparalelas B-plisadas bien definidas tienen un minimo en 218 nm y un maximo en 195
nm, mientras que las proteinas desordenadas (random coil) tienen muy baja elipticidad

por encima de 210 nm y un minimo cerca de 195 nm(figura 14)[40].
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Figura 14. Dicroismo circular de péptidos (fuente)

Resonancia Magnética Nuclear de Péptidos.

Entre las técnicas espectroscipicas para la deteccién e identificacion de las conforma-
ciones preferentes de los péptidos se encuentran el Dicroismo Circular (DC), la Difrac-
cién de Rayos X y la Resonancia Magnética Nuclear (RMN). El DC nos permite identificar
de cuales muestras mantienen la estructura secundaria de alfa hélice u hoja beta, mien-
tras la RMN nos permite identificar los residuos de aminoacido que intervienen en la con-

formacion del péptido.

La informacién acerca de la estructura y dindmica de las moléculas en solucion por RMN
se obtiene a partir de las sefales de absorcion que se detectan cuando los ndcleos at6-
micos que poseen espin y que se encuentran situados dentro del campo magnético se
irradian con una frecuencia electromagnética equivalente a la diferencia entre sus niveles
de energia. La frecuencia de resonancia depende del tipo de ndcleo y del entorno elec-

tronico del nucleo (apantallamiento nuclear), dando lugar a sefiales con frecuencias dis-
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tintas. Para la espectroscopia RMN biomolecular, los nicleos més importantes con es-
pin=1/2 son: 'H, BC, ®*N y 3P [41,42].

El protdn es el nacleo que proporciona mayor sensibilidad debido a su constante giro-
magnetica. Esta propiedad hace que sea lo mejor para el estudio conformacional. Cada
proton tiene su sefial de resonancia en una zona diferente del espectro; asi en la region
de 7-10 ppm aparecen los protones NH amidicos, entre 6.5-7.5 ppm se encuentran las
sefiales de los protones de los anillos arométicos de tirosina, fenilalanina, histidina y trip-
téfano; entre 5.0 y 3.9 se encuentran los Ha y en la region entre 0-3.9 ppm se encuentran

los demas protones, como se muestra en la figura 15[43].
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Figura 15. Ubicacién de las sefiales en RMN de los protones de los péptidos.

RMN bidimensional.

El pequefio tamafio de los péptidos antimicrobianos los hacen candidatos atractivos para
el estudio estructural usando Resonancia Magnética Nuclear (RMN) en solucion. La ca-
racterizacion estructural de estos péptidos puede obtenerse usualmente mediante tres
experimentos bidimensionales: espectroscopia de correlacion (COSY), espectroscopia de

correlacion total (TOCSY) y efecto nuclear Overhauser (2D NOE).

Las técnicas unidimensionales no proveen la informacion suficiente para el analisis de
estructuras complejas como son los péptidos, proteinas, etc. Un espectro de RMN bidi-
mensional muestra las correlaciones entre pares de absorcién en un espectro unidimen-
sional. Estos espectros son presentaciones de la absorcion como una funcion de dos
valores de desplazamiento quimico (en ppm), los cuales se designan como &1 (dimen-

sion indirecta) y 82 (dimension de la acquisicion) [42]. La correlacion entre dos sefiales
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en el espectro bidimensional puede ser debido a distintos efectos de acuerdo al experi-

mento.
Espectroscopia de correlacién (COSY):

La correlacion de picos surge en un experimento COSY desde espines acoplados por la
interacion escalar (J). En el caso de los péptidos estas interacciones son observadas
entre protones separados por dos o tres enlaces covalentes (figura 16). La secuencia de
pulsos para este experimento son dos pulsos de 90° separados por un tiempo de evolu-
cién seguido por la adquisicion de la sefial.
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"
‘JHN-Hy, *JHN-Hg,

Figura 16. Interacciones COSY

Este espectro se usa para identificar correlaciones en la llamada regién de huella digital,
estas regiones estan muy bien separadas y usualmente contienen sefiales bien resuel-
tas; el nimero de sefiales refleja la composicion de aminoacidos del péptido o de la pro-
teina. Las regiones de interés son: interacciones 1HN-1Ha, huella digital de la cadena
principal; region de interacciones 1Ha-1HB, esta regién puede ser muy concurrida y ser
de limitada utilidad; regién de las interacciones arométicas de las cadenas laterales de
aminodacidos aromaticos como fenilalanina, tirosina, triptéfano e histidina; regiéon de inter-
acciones que involucran grupos metilo de isoleucina, leucina y valina; regién de interac-

ciones que involucran grupos metilo de alanina y treonina [42,44].
Espectroscopia de correlacion total (TOCSY):

El experimento TOCSY permite identificar protones pertenecientes a un mismo sistema
de acoplamiento. A diferencia de lo que sucede con el experimento COSY, en el TOCSY
un proton puede presentar correlaciones con otros protones que no estén directamente

acoplados con el primero. Ello es posible debido a la transferencia de la magnetizacion
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del proton inicial a todo su sistema de acoplamiento. La extension de la propagacion de
la magnetizacion depende entre otros factores de la longitud y del tiempo de mezcla, en
el caso de péptidos este parametro suele ser de ~70 ms, observandose correlaciones a
5-6 enlaces [45].

En espectros TOCSY adquiridos en solucién acuosa la relacion de picos mas usada in-
cluye la correlacion desde 1HN a los protones metilicos de alanina, treonina, valina, leu-
cina o isoleucina; las resonancias 1Hd o 1He de arginina o lisina respectivamente; 1HB
en cadenas laterales de tres espines o 1HB y 1Hy en cadenas laterales de 5 espines.
Comunmente no todas estas correlaciones pueden ser observadas por los bajos valores
de 3Junna O bajos valores de 2Juang Y 2Jnarg limitada por la transferencia desde 1HN o
1Ha.

Espectroscopia de Efecto Nuclear Overhauser (NOESY):

El efecto nuclear Overhauser (NOE) es el pardmetro de RMN que ofrece una mayor in-
formacion acerca de la estructura adoptada por un péptido. Por el efecto NOE se transfie-
re la magnetizacién entre nucleos préximos en el espacio, una transferencia que tiene
lugar por acoplamiento dipolar directo entre espines nucleares. La simple observacion de
un NOE directo entre dos protones implica la existencia de una cierta poblacién de es-

tructuras en las que estos se encuentran proximos, a una distancia menos de 4.5 A [41].

La secuencia de pulsos para el experimento NOESY se muestra en la figura 17. El pri-
mer pulso de 90 grados convierte la magnetizacién longitudinal de equilibrio MO en mag-
netizacion transversal sobre el eje Y. Durante el tiempo de evolucién cada espin prece-
siona a su frecuencia de Lamour (su offset en el sistema de coordenadas giratorio); asi el
segundo pulso de 90°, al final del periodo de evolucidn, generara magnetizacion longitu-
dinal para cada espin en proporcion a la correspondiente componente sobre el eje Y en
el instante de aplicar el pulso. La poblacion de estados justo después del pulso seré dife-
rente de la distribucién de Boltzman de equilibrio, asi, durante el periodo de mezcla el
sistema sufrird un doble proceso de relajacion por interaccion con el entorno y por inter-
accion dipolar directa con otros ndcleos cercanos; este Ultimo recibe el nombre de relaja-
cion cruzada. El tiempo de mezcla concluye con el tercer pulso de 90° que convierte la
magnetizacion longitudinal existente en el momento de aplicar este ultimo pulso en mag-

netizacion transversal observable[42,43].
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Figura 17. Secuencia de pulsos para el experimento NOESY

A menudo, los picos en el espectro NOESY pueden ser separados por sus intensidades
en fuerte, medio y débiles los cuales son categorizados dentro de las restricciones de

distancias especificas entre los protones al ejecutar los célculos de la estructura.
Ecuacion de Karplus

Las constantes de acoplamientos 3Ju.4 contienen informacion sobre la orientacion relativa
de los protones acoplados, en 1959 Karplus describié tedricamente la dependencia de
las constantes de acoplamiento vecinales 3Ju. (separados por tres enlaces covalente)

sobre el &ngulo diedro formado por los protones vecinos mediante la siguiente ecuacion:
3] =Acos’0+B cosf+C

Donde A, B y C son constantes que dependen del acoplamiento del nulcleo especifico y
0 es el angulo diedro. Usando la ecuacion de Karplus se pueden convertir las constantes
de acoplamiento en los dngulos diedros comunes, @, y y X usando los valores de la tabla
2 [37,46].

Tabla 2. Constantes de Karplus

Constante de acoplamiento Angulo de torsion Diedro A B c Offset
3J HNH (0] HN-N-Co-Ha 6,51 -1,76 1,6 -60
3J HNis1 U] He-Co-C'-N¢ 4,32 0,84 0,00 180
3J HeHP X Ho-Ce-CB-HE 9,50 -1,60 0,60 0/120

Al graficar la ecuacion se obtiene la siguiente curva, figura 18. En la cual se puede ob-

servar que para constantes de acoplamiento cercanas 4 Hz, el &ngulo diedro es alrede-
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dor de -60°, concordando con los valores de Ramachandran. La interpolacion del aco-
plamiento escalar 3J entre el HN y el Ha permiten revelar el angulo ¢ del aminoéacido. En

hojas beta el 3JHNHa es ~ 9Hz, mientras que en hélices el *JHNa es menor que 4 Hz.
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Figura 18. Curva de la ecuacion de Karplus.
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2.Planteamiento del problema e hipotesis.

En lo que va corrido de este afio, al Sistema de Vigilancia en salud publica (SIVIGILA) del
Instituto Nacional de Salud, se han reportado 8649 casos de LC, 100 de LM y 35 de LV,
siendo Antioquia uno de los departamentos mas afectados por esta enfermedad[47]. Pa-
ra tratar este problema se salud varios grupos de investigacion vienen adelantando estu-
dios con el fin de encontrar medicamentos alternativos a los existentes, ya que como se
menciond en el capitulo anterior los antimoniales y otras sustancias vienen perdiendo
eficacia frente a los parasitos de Leishmania al observarse la proliferacién de cepas re-
sistentes a estos medicamentos. Otra razén para la busqueda de nuevos medicamentos
ha sido la alta toxicidad que estas sustancias ejercen sobre los pacientes infectados; por
ejemplo las sales de antimonio causan cardiotoxicidad, deterioro de la funcién hepatica y
renal asi como pancreatitis; la anfotrecina B produce fiebre e hipotensién, sin embargo al
acumular grandes dosis 3 a 4 g de la sustancia puede provocar deterioro renal perma-
nente; la miltefosina puede causar vomito, diarrea y dafios leves sobre el higado que
desaparecen al interrumpir el tratamiento[16].

En los Ultimos afios se viene estudiando la posibilidad de usar péptidos antimicrobianos
como alternativa terapéutica para tratar la enfermedad, uno de los péptidos que mas se
vienen estudiando son las dermaseptinas, donde se ha visto que la dermaseptina S1
posee actividad contra parasitos de Leishmania. En un trabajo previo realizado en el gru-
po de investigacion, se sintetizaron y evaluaron 11 péptidos de 15 residuos de aminoaci-
do provenientes de cortes de la secuencia de la DS1. De estos 11 péptidos, cuya estruc-
tura secundaria fue evaluada por dicroismo circular (CD), y que poseen conformaciéon de
a-helice, solo el DM1 (ALWKTMLKKLGTMAL) demostré una actividad contra promastigo-
tes de L. panamensis promisoria (ECso= 151,9 pg/ml) y baja toxicidad (bajo porcentaje de
hemolisis para su concentracion maxima 1.82 %) [48]. A partir de este hallazgo se sugi-
rieron una serie de péptidos anélogos (tabla 3) que puedan presentar una mayor activi-

dad contra la especie de parasitos, manteniendo su estructura secundaria.
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Tabla 3. Caracteristicas fisicoquimicas y predicion de la actividad antimicrobial de los péptidos
analogos al DM1.

SECUENCIA % HELICE CARGA SCORE ANTIMICROBIAL
GLWKTMLKKLGTMAL 60,0 +3 1,940
KLWKTMLKKLGTMAL 60,0 +4 1,110
LWKTMLKKLGTMALH 53,3 +3 0,402
ALWKTMLKKLGTWAL 60,0 +3 1,286
ALWKTWLKKLGTMAL 60,0 +3 1,354
GLWKTWLKKLGTWAL 60,0 +3 1,853

A partir de estos resultados se pretende obtener péptidos con una actividad mejorada
sobre parasitos de leishmania y con baja toxicidad. Una variacion importante que se hizo
a la DM1 fue el intercambio de aminoacidos de metionina (M) por triptofano (W), lo cual
incremento la probabilidad antimicrobial significativamente como era de esperarse segun
lo reportado en la literatura, ya que este aminoacido mejora la actividad antimicrobiana
por su habilidad de interactuar con la superficie de membranas celulares de
bacterias[49,24,50]. Las cadenas laterales de triptéfano parecen estar implicadas en el
plegamiento de péptidos y proteinas en solucién acuosa, donde contribuyen con el man-
tenimiento de las interacciones hidrofébicas nativas y no nativas. Esto se ha observado
para el péptido antimicrobiano lactoferrina (aislado de humanos), restringiendo posible-
mente la estructura del péptido en una conformacién adecuada para interactuar con la

membrana bacteriana[24].

Para la prediccion de la estructura secundaria se utilizaron los siguientes servidores |-

TASSER (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/)[51], PEPFOLD (http://bioserv.rpbs.univ-

paris-diderot.fr/services/PEP-FOLD/)[52] ¥ PSIPRED (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/)[3], los cuales

nos permiten predecir la capacidad de los péptidos para tomar una conformaciéon helicoi-
dal. Para la prediccion de la probabilidad de poseer actividad antimicrobiana se usé el

siguiente servidor CAMP (http://iwww.camp.bicnirrh.res.in/)[53], que nos da la probabilidad de

los péptidos a interactuar con agentes patdgenos de origen microbiano, Luego de prede-
cir la estructura y la probabilidad de ser agentes antimicrobianos, se evaluaron algunas
propiedades fisicoquimicas como: hidrofobicidad, momento hidrofébico y carga neta con

los servidores APD?2(http://aps.unmc.edu/AP/prediction/prediction_main.php)[54] Yy Heliquest

(http://heliguest.ipme.cnrs.fr/cgi-bin/ComputParamsV2.py) [55].
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Tabla 4. Péptidos propuestos

PEPTIDO SECUENCIA % HELICE CARGA PROBABILIDAD ANTIMICROBIAL
DM1.1 LWKTMLKKLGTMAL 71,4 +3 0.839
DM1.2 KLWKTMLKKLGTMAL 60,0 +4 0,649
DM1.3 LWKTMLKKLGTMALH 60,0 +3 0,686
DM1.4 LWKTMLKKLGTWAL 57,1 +3 0,955
DM1.5 | ALWKTWLKKLGTMAL 60,0 +3 0,941
DM1.6 | GLWKTWLKKLGTWAL 53,3 +3 0,987
DM1.7 | ALWKKTMLKKLGTMKL 56,3 +5 0,996
DM1 ALWKTMLKKLGTMAL 73,3 +3 0,807

Mediante el estudio bioinformatico realizado, cuyos resultados se encuentran en la tabla

4, se pudo obtener informacién para la secuencias peptidicas a sintetizar y evaluar frente

a los parasitos. Todas las secuencias que se proponen tienen una conformacién predo-

minante de a-hélice, con probabilidades de méas del 50% de presentar actividad frente a

microorganismos como bacterias y parasitos. Debido a que los péptidos antimicrobianos

en su mayoria actian por interaccion con la membrana de los microorganismos (bacte-

rias, parasitos, etc...) y esta posee fosfolipidos cargados negativamente en su superficie,

generando un potencial eléctrico de membrana negativo [56], los péptidos disefiados son

cargados positivamente incrementando la probabilidad de que estos tengan actividad

antimicrobiana como efectivamente se observa.
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Figura 19. Modelos de rueda helical de los péptidos disefiados.

No solo la interaccién de los péptidos con la membrana celular depende de la carga que
estos posean, también hay que tener en cuenta la orientacion de los aminoécidos hidrofi-
licos e hidrofébicos en el espacio 3D de la molécula, lo cual le genera un momento hidro-
fobico que puede ser determinante a la hora de actuar sobre los microorganismos unice-
lulares. En la figura 19 podemos observar la posible orientacion de los aminoacidos en la
rueda helical que podrian formar los péptidos, en color amarillo se denotan los aminoaci-
dos hidrofébicos, los cuales en su mayoria se encuentran en la parte inferior de la rueda,
mientras que los hidrofilicos en la parte superior, esta distribucién junto con su alto carac-
ter hidrofébico (tabla 5) les confiere la probabilidad de establecer interacciones con la
membrana lo que a su vez les permite tener cierta capacidad para actuar como antimi-

crobianos.

Tabla 5. Caréacter hidrofébico de los péptidos.

PEPTIDO SECUENCIA % RESIDUOS HIDROFOBICOS CARGA NETA MOMENTO HIDROFOBICO (uH)
DM1.1 LWKTMLKKLGTMAL 57,1 +3 0.839
DM1.2 | KLWKTMLKKLGTMAL 53.3 +4 0,649
DM1.3 | LWKTMLKKLGTMALH 53.3 +3 0,686
DM1.4 | LWKTMLKKLGTWAL 57,1 +3 0,955
DM1.5 | ALWKTWLKKLGTMAL 60,0 +3 0,941
DM1.6 | GLWKTWLKKLGTWAL 53,3 +3 0,987
DM1.7 | ALWKKTMLKKLGTMKL 50,0 +5 0,178
DM1 ALWKTMLKKLGTMAL 60,0 +3 0,421




Objetivos 29

3. Objetivos

3.1 General.

Sintetizar y elucidar la estructura de péptidos con potencial actividad leishmanicida deri-
vados de DML1.

3.2 Especificos.

Sintetizar, por medio de la metodologia Fmoc, 8 péptidos derivados de la DM1.

Purificar los péptidos sintetizados por medio de Cromatografia liquida de alta eficiencia
(HPLC) y por liofilizacion.

Elucidar la estructura primaria y secundaria de los péptidos sintetizados por medio de
métodos como la espectrometria de masas MALDI-TOF, el dicroismo circular (DC) y la
resonancia magnética nuclear (RMN). Esta ultima utilizando métodos homonucleares
como 1H 1D, 2D COSY, 2D NOE y 2D TOCSY.

Determinar la actividad lesihmanicida de los péptidos sintetizados frente a parasitos de L.

panamensis.
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4.Materiales y métodos.

4.1 Sintesis de péptidos.

Para sintetizar los péptidos previamente disefiados (tabla 4) se sigue la metodologia en
fase solida Fmoc, donde el grupo 9-fluorenilmetoxicarbonil (Fmoc) es el protector del
grupo amino de los amino&cidos.

La resina que se utiliza es rink amida AM con sustitucion 0,74 mmol/mg. Los aminoacidos

usados son: leucina (L), alanina (A), metionina (M) y glicina (G) sin necesidad de protec-

cion de cadenas laterales debido a que las cadenas de L y A son alquilicas y la G no la

posee; la lisina (K) y el triptéfano (W) estan protegidos con el grupo tBu (ter-butoxi) en el

grupo amino de la cadena lateral, el grupo OH de la treonina (T) también es protegido

con el grupo tBu, y la cadena lateral de la histidina (H) con el grupo tritil (Trt). Todos ellos

producidos por novabiochem para Merck.

1.

2.

Activacion de la Resina

Inicialmente se activan 100 mg de resina con diclomometano (DCM), cinco lava-
dos 1 min cada uno, y luego con dimetilformamida (DMF) para hincharla, 2 lava-
dos por 2 minutos cada uno. Para remover el grupo fmoc del grupo amino de la
resina y quede activo este grupo, se trata con piperidina en DMF al 25%, con dos
lavados durante 15 minutos cada uno. Para remover el exceso de piperidina se
realizan 5 lavados con DMF durante 1 minuto.

Activacion del Aminoécido

Se calcula la masa de aminoéacido y de activador, aplicando la siguiente ecuacion:
(masa molar de AA g/mmol x sustitucion de la resina mmol/g)/ 100 mg de resina),
donde AA es el aminoacido o activador. La proporcion entre aminoacido y resina
debe ser de 5 a 1 para tener un exceso de AA reaccionando completamente con
los sitios activos de la resina.

Se toma la cantidad de aa y de activador (DCC y HOBt o TBTU segun se requie-

ra) calculado y se disuelven en DMF agitando hasta disolucién completa.

Reaccion de Acople
Con la resina activada y la solucion de aa listo se procede a hacer el acople

(reaccion entre el grupo carboxilo del aa activado y el grupo amino de la resina).
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La activacion con diciclohexilcarbodiimida (DCC) le permite al aminoacido reac-
cionar méas facilmente con el amino de la resina (o de otro aminoacido), sin em-
bargo este activador puede generar racemizacion de los aminoacidos, para evitar
gue ello ocurra es necesario el uso del O-hidroxibenzotriazol (HOBY).

La solucién de aa se adiciona a la resina en un reactor y se agita durante 2 horas
cuando el acople se hace con DCC y HOBT, y de una hora cuando se hace con
O-(1H-benzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N’-tetrametiluronio (TBTU). El uso del TBTU co-
mo agente activante o un incremento en la proporcién de AA gue reacciona con la
resina suele usarse cuando no se efectia completamente la reaccién de acople.
Fin de la reaccion de acople

Para hacer este monitoreo se realiza el test de Kaiser o ninhidrina. Para realizar el
test de ninhidrina se debe retirar todo el exceso de aminoacido realizando tres la-
vados con DMF por un minuto cada uno, luego dos lavados con DCM por un mi-
nuto cada lavado con el fin de retirar la DMF ya que este puede interferir en el en-
sayo y dar un falso positivo (coloracion azul) y dos lavados con isopropanol (IPA)
por un minuto cada uno. Se retira una pequefa cantidad de resina del reactor con
ayuda de una microespatula y se coloca en un micro tubo eppendorf donde se
realiza la prueba.

La prueba de ninhidrina consiste en determinar si hay grupos amino libres. A la
muestra de resina se le adicionan 46 pl de solucion Ay 16 pl de solucion B. La
solucion A se compone de la mezcla de dos soluciones, fenol en etanol (20 g de
fenol en 5 ml de etanol) y cianuro de potasio en piridina (0,013 g de cianuro de
potasio en 1 ml de piridina); la solucién B se compone de ninhidrina 0,05 g en 1
ml de etanol. La mezcla de la resina con las soluciones A y B se calienta por 5

minutos a 100 °C.

Si la prueba da azul el acople fue incompleto (se presentan grupos amino libres
en la resina) y se procede a repetir el acople usando TBTU como agente activan-
te, si el color es verde o ligeramente azul se repite el acople con una mayor pro-
porcion de AA (7 excesos). Si la prueba con nihidrina da incolora o amarillenta el

acople fue exitoso.

Los procedimientos de acople de los aminoacidos y remocién del grupo fmoc se

repiten hasta obtener la secuencia de aminoacidos deseada.
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6. Obtencion del Péptido
Una vez hechos todos los acoples de los aminoécidos de la secuencia se procede a reti-
rar el péptido de la resina al adicionarle una solucion de TFA al 88%, TIS (triisopropilsi-
lano) 2%, fenol 5%, y agua desionizada 5%; esta mezcla se agita durante 2 horas a tem-
peratura ambiente. Por Ultimo se requieren lavados con éter etilico frio (-4 °C), centrifugar
para eliminar las impurezas solubles y redisolverlo en agua o una solucion de acido acé-

tico en agua al 10% para liofilizar[4,48,57,58].

7. Liofilizacion
Como se obtiene una solucién acuosa de péptido es necesario secarlos completamente
por medio de liofilizacion. La liofilizacion de los péptidos se realizé en un equipo
LABCONCO 117 de 2,5 L, todas las muestras se someten a un precongelamiento a -50
°C durante 24 horas. Luego de la precongelacion, las muestras se introdujeron en un
recipiente que se conecta al sistema de vacio. La temperatura de congelacion de la ca-
mara de refrigeracion es de -50 °C y se mantiene durante 24 h, la presién del sistema es

menor a 0,2 mbar [48].

4.2 Purificacion.

Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC):

Para verificar la pureza de los péptidos sintetizados se realiza cromatografia liquida de
alta eficiencia en fase reversa (RP-HPLC) en un cromatdgrafo Agilent Technologies Serie
1200, usando columnas Zorbax Eclipse XDB-C18 RP-18 (5 pm). Los solventes usados
en la cromatografia son metanol, acetonitrilo, agua y acido trifluoroacético (TFA) de una
pureza grado HPLC. Los péptidos son eluidos mediante el uso de un sistema de gradien-
te lineal A/B de 0 a 70 % B (A: Agua desionizada 0,01% TFA), (B: acetonitrilo 0,01%
TFA), a una velocidad de flujo de 1,0 mL/min en la modalidad analitica y de 5,0 mL/min
en la modalidad preparativa. Se inyectan 20 yL de muestra (1,0 mg/mL) en modalidad
analitica y 2 mL (10 mg/mL) en la preparativa, las cuales se someten a la corrida croma-
togréfica correspondiente. El tiempo total de corrida en las dos modalidades es de 35
minutos a temperatura ambiente. La deteccion de las sefales se logra mediante el uso

de un detector UV-VIS (ultravioleta visible) con un seguimiento a 220 nm [59,60].
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4.3 Caracterizacion.

Espectrometria de masas MALDI-TOF:

La caracterizacion por medio de la espectrometria de masas con desorcién idnica provo-
cada por laser y asistida por matriz con deteccion de tiempo de vuelo MALDI-TOF (Ma-
trix-Assisted Laser Desorption of lons Time-of-Flight), se realiza en un espectrémetro de
masas Bruker Daltonios Serie microflex MALDI-TOF Compass 1,2 aplicando un campo
eléctrico de 3 nanosegundos, a una longitud de onda de 337 nm incidiendo una luz laser
a una intensidad de 50 pJ. La matriz que se emplea es una solucion sobresaturada de
acido a-ciano-4-hidroxicindmico. La concentraciéon del péptido es de 5,0 x 10“ mg/uL,
sembrando en placa 2,5 uL de una solucion que contiene una relacion 1:6 de péptido y

matriz respectivamente[61].
Dicroismo Circular (CD):

Los espectros de DC son procesados en un espectropolarimetro Jasco (Jasco Interna-
cional Co J-810) usando una cubeta de cuarzo, con una longitud de paso 6ptico de 0,1
mm. Los péptidos son leidos a una concentracion de 5,0x10° M al 30% de trifluoroetanol
(TFE) en un rango de 190-260 nm con una velocidad de 50nm/min y un ancho de banda
de 0,5 nm[62].

4.4 Actividad Bioldgica.

Actividad contra parasitos de Leishmania:

Las cepas de promastigotes de L. panamensis fueron crecidas en medio RPMI 1640 y
suplementadas con 10% de FBS (Fetal Bovine Serum), 1000 U/mL de Penicilina y 100
Mg/mL de estreptomicina. Para el tratamiento los promastigotes fueron recolectados du-
rante la fase logaritmica de crecimiento y cultivados para los ensayos a 2x10° promasti-
gotes/ml a 26°C. Para calcular la concentracion inhibitoria 50 (ICso) se realiz6 un ensayo
colorimétrico con Bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2, 5-difenil-2H-tetrazolio (MTT) el
cual mide la proliferaciéon celular. 2x10° parasitos/ml se resuspendieron en medio RPMI
con 10% de FBS y cultivados en platos de 96 pozos (100 pL de volumen final por pozo) a
26°C por 72 horas en presencia de diferentes concentraciones de cada uno de los pépti-
dos (2.5, 50, 100, 200, 300, 400 pg/ml). La evaluacion de cada concentracion fue realiza-

da por triplicado, mientras que un duplicado del ensayo se realizé en diferente dia [63].
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Los valores de IC50 fueron calculados a partir las curvas de dosis-respuesta elaboradas
en el programa GraphPad prism 6.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

Actividad antimicrobiana;

La actividad antibacteriana fue evaluada por el método turbidimétrico mediante microdilu-
cion en placa[64]. Se utilizaron las cepas Escherichia coli ATCC 25922 (gram negativa) y
Staphylococcus aureus ATCC 25923 (gram positiva) debido a que son especies patoge-
nas humanas, con conocidos problemas de resistencia a antibiéticos [65]. Las cepas fue-
ron cultivadas en caldo Luria Bertani (LB) durante toda la noche (entre 12 a 18 horas),
hasta alcanzar su fase logaritmica de crecimiento y valores de absorbancia entre 0,75y
0,8, lo cual corresponde aproximadamente a 1x10® UFC/mL, equivalente a 0,5 en la es-
cala de Mcfarland. A partir de estos cultivos se realizaron diluciones en caldo LB al 1%
hasta 1x10® UFC/mL). La actividad antimicrobiana se evalué utilizando placas estériles
de 96 pozos (Nunc), a los cuales se les agregaron 100uL de la suspension bacteriana en
caldo para obtener una concentracion final de 1x10°UFC/ml, y 100 pl de cada péptido
25uM. El volumen final de reaccién fue de 200ul. Como control positivo los péptidos fue-
ron remplazados por Triton x-100, detergente que causa lisis celular en bacterias. Las
placas se incubaron a 37°C, durante 24 horas en un lector de placas de ELISA acoplado
a espectrofotometro (Multiskan GoTM Thermo). Se tomaron medidas de absorbancia a

625 nm, con intervalos de 1 hora.

Después de 24 horas de incubacion, se realiz6 una resiembra de las bacterias tratadas
con el objetivo de verificar de manera cualitativa, si el efecto de los péptidos fue bacteri-
cida o bacteriostatico. La resiembra se llevo a cabo dispensando 10 pl de bacterias en
cajas Petri que contenian agar LB las cuales se incubaron 37°C. 24 horas después se

observé la presencia o ausencia de colonias en las cajas.

Se calcul6 el porcentaje de inhibicién de crecimiento de las bacterias tomando los puntos
de la densidad Optica correspondientes a la fase logaritmica del control y el valor corres-

pondiente a cada uno de ellos en el tratamiento, se aplica la siguiente formula:

pendiente de la curva de crecimiento del tratamiento

100

0% i Ty i i ho
inhibicién = *
% Pendiente de la curva de crecimiento del control (fase logaritmica)
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Los resultados se presentan en términos de la Media + Desviacién estandar de tres repe-
ticiones independientes con dos observaciones por cepa para cada péptido y concentra-
cion.

Actividad hemolitica:

La evaluacion de la actividad hemolitica fue llevada a cabo exponiendo eritrocitos huma-
nos de un adulto voluntario sano, a concentraciones entre 25 y 200 pg/ml de cada pépti-
do. El ensayo se realizd segun la metodologia de Helmerhorst y colaboradores [66] con
modificaciones. Se colectaron eritrocitos humanos en tubos de vacio que contenian he-
parina (concentracion final de 20,4 U / ml) o citrato (concentracion final 0,129 M) como
anti-coagulante. La muestra fue sometida a centrifugacién por 7 minutos a 1000 x g X
24°C, con el fin de sedimentar los eritrocitos para ser posteriormente lavados tres veces
con PBS (fosfato sédico 9 mM, pH 7,0 en NaCl 150 mM). Se realizé una dilucién 1:10 de
eritrocitos en buffer PBS y esta suspension fue utilizada para realizar los ensayos. Los
péptidos a evaluar también fueron solubilizados en buffer PBS. 90 pl de la suspension
de eritrocitos fue incubada en tubos ependorf con 10 ul de péptido a concentraciones de
0,25, 50, 100 y 200 pg/ml. Como control positivo de hemolisis se usé una solucién de
triton x-100 al 1 % en PBS, que se mezclé en igual proporcién a los péptidos (90:10).
Como control negativo de hemolisis se usoé la solucién de PBS (concentracion O de pépti-
do). Después de 3 horas de incubacion a 37 °C y agitacion constante 90 rpm, los eritroci-
tos fueron sedimentados centrifugando por 5 minutos a 1000 g x 24°C. 30 ul del sobre-
nadante, que corresponde a la hemoglobina liberada fue dispensada en un plato multipo-
zos de 96. Se midi6 la absorbancia a una densidad 6ptica de 545 nm en un lector de mi-
croplacas (MultiskanTM Thermo). El porcentaje de hemolisis se calculé con la siguiente
formula:
Abs mmuestra — Abs control negativo

. lisis = 100
YoHemolisis Abs control positivo — Abs control negativo *

Los resultados se presentan como de la Media + Desviaciéon estandar de dos repeticio-

nes independientes con tres observaciones para cada péptido y concentracion.
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4.5 Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear

Para la determinacién conformacional de los péptidos por RMN, se solubilizaron 4 mg en
una solucion de TFE-d3 (99,5% deuterado, marca Aldrich) al 30% en agua grado 1 [67].
Todos los espectros fueron tomados en un espectrémetro Bruker Avance Ill de 800 MHz
(frecuencia de 1H) y acoplado a una sonda resfriada TCIl. Los experimentos COSY,
TOCSY y NOESY fueron adquiridos con secuencias de pulsos de donde se realiz6 la
supresion de la sefal de agua con “excitation sculpting”. Los espectros fueron procesa-
dos por medio de NMRPIPE[68] y analizados con CCPNMR[69].Los espectros bidimen-
sionales COSY, nos dan los desplazamientos quimicos de todos y cada uno de los sis-
temas de espin de los aminoacidos que forman el péptido, estas interacciones se obtie-
nen por transferencia de magnetizacién a través del acoplamiento escalar (J) entre nu-
cleos de 1H separados por hasta maximo tres enlaces covalentes. A partir de esta infor-
macién se deben obtener todas las coordenadas de los hidrégenos: amino, alfa (a), betas
(B), gamas (y), deltas (d) y épsilon (g), de los aminoacidos. Del espectro TOCSY, se co-
rroboran todas las sefales del espectro COSY, y se obtienen las interacciones entre el
hidrégeno amino, con el alfa y a la vez con todos los hidrégeno de la cadena lateral, de
esta manera quedan comprobadas las coordenadas de todos los 1H de cada aminoaci-
do. El siguiente espectro bidimensional es el NOE, que nos permite obtener todas las
sefales del TOCSY mas las sefiales que se obtienen por interacciones secuenciales del
aminodcido i con aminoacido i+1, i+2, i+3. Estas interacciones son a través del espacio y

se observan todas las que ocurran a menos de 5 A.
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5.Resultados y discusion.

5.1 Sintesis.

En la tabla 5 se muestra el rendimiento global de la sintesis de estos encontrandose que

los valores se encuentran entre el 20 y el 35 % aproximadamente.

Tabla 6. Nombre, secuenciay cantidad de los péptidos sintetizados.

PEPTIDO SECUENCIA MASA MOLECULAR (Da) % RENDIMIENTO
DM1.1 LWKTMLKKLGTMAL 1633,13 23,3
DM1.2 KLWKTMLKKLGTMAL 1762,30 35,0
DM1.3 LWKTMLKKLGTMALH 1771,27 12.1
DM1.4 LWKTMLKKLGTWAL 1688,14 21,6
DM1.5 ALWKTWLKKLGTMAL 1760,22 243
DM1.6 GLWKTWLKKLGTWAL 1801,21 27,8
DM1.7 ALWKKTMLKKLGTMKL 1889,47 30,3

DM1 ALWKTMLKKLGTMAL 1705,21 28,2

No se obtienen rendimientos muy altos debido a la dificultad que se presenta durante el
ensamble de las cadenas peptidicas al final de la sintesis, por ejemplo se evidencio en la
prueba de ninhidrina que los acoples de los triptofanos (W) en las posiciones 6 y 3 (aco-
ples 10 y 13) son de dificil acceso, debido al impedimento estérico que genera este ami-
noacido por su voluminosidad atribuida al anillo indol de su cadena lateral. Como se ve
en la secuencia el W en la posicién 3 (acople 13), este aminoacido esta rodeado por
otros dos (L y K) también voluminosos ya que poseen cadenas laterales de mas de dos
atomos de carbono. Igualmente en la representacién de la rueda helical (figura 13) se
puede observar que a medida que se genera la conformacion de a-hélice de los péptidos
los W se acercan los unos a los otros por lo cual hay que forzar la entrada del aminoaci-
do a la resina-péptido mediante la repeticion del acople usando otros activadores como el
TBTU el cual incrementa la velocidad de la reaccién de activacién del aminoacido y se
ayuda con la adiciéon de una pequefia cantidad de triton, el cual facilita el acceso al dis-

minuir el entrecruzamiento de las cadenas peptidicas unidas a la resina[32].
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5.2 Purificacion y caracterizacion de los péptidos.

Después de secados se pasa por RP-HPLC. En la tabla 7 se pueden ver los datos del
tiempo de retencién en minutos y de la espectrometria de masas, estos tiempos de re-
tencién corresponden a una proporcion aproximada del 50% de contenido de acetonitrilo

en el gradiente de elucién.

La gréfica 1 muestra los espectros de masas y los cromatogramas de cada uno de los
péptidos sintetizados, en los cromatogramas se observa un pico principal correspondien-
te al péptido, en algunos se puede ver también unos picos pequefios cerca al pico princi-
pal, lo que puede deberse a trazas de impurezas que quedan remanecentes después de
la sintesis, pero que no afectan la obtencion del péptido. En los espectros de masas se
muestra que los péptidos presentan el pico de ion molecular mas los picos M+ 23, M+39
y M+62 los cuales corresponden al péptido con aductos de sodio, potasio o estos dos
iones. En las gréficas 1y 2, A) son el espectro de masas y el cromatograma de DM 1.1,
B)deDM1.2,C)deDM 1.3,D)DM 1.4, E)DM 1.5, F) DM 1.6, H) DM 1.7 e I) DM 1.

Sin embargo como se muestra en la tabla 7, para los péptidos sintetizados se puede ob-
servar que la masa obtenida por espectrometria es muy cercana al valor esperado, con
algunas diferencias de + 2 Da, lo cual puede ser debido a variaciones isotépicas o cali-

bracién del equipo.
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Gréfica 1. Cromatogramas y espectro de masas de los péptidos. DM 1.1 (A), DM 1.2 (B), DM 1.3 (C),

DM 1.4 (D).
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Grafica 2. Cromatogramas y espectros de masas de los péptidos. DM 1.5 (E), DM 1.6 (F), DM 1.7 (G) y
DM 1 (H).
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Tabla 7. Datos de cromatografia y espectrometria de masas de los péptidos.

EM (Da)
PEPTIDO | tr (min) masa esperada masa encontrada

DM 1.1 14,17 1633,13 1632,84
DM 1.2 14,06 1760,30 1758,96
DM 1.3 12,27 1771,27 1772,71
DM 1.4 15,58 1688,14 1688,00
DM 15 16,23 1760,22 1761,55
DM 1.6 17,14 1801,21 1800,00
DM 1.7 12,19 1889,47 1890,00
DM 1 16,13 1705,21 1705,55

Los espectros de masas para los péptidos DM 1.4, 1.6 y 1.7 fueron tomados con ioniza-
cion ESI y no MALDI como los demas ya que este Ultimo presento un dafio y cuando re-
guerimos tomar estos espectros de masas no estaba disponible. Se puede observar en
los espectros de masas las sefiales M/z correspondientes a z=2, 3 y en el caso del
DML1.7 también el z=4. Las muestras para ESI/ms se disuelven normalmente en una so-
lucién buffer o disolvente que se introduce en el espectrometro de masas en forma de un
aerosol. A medida que la muestra se esta pulverizando constantemente, un alto potencial
eléctrico se aplica a la aguja (3-4 kV), resultando en la formacion de gotitas altamente
cargadas[70] estas gotas son las que finalmente llegan al detector permitiendo obtener el
espectro de masas, la ventaja de esta técnica de ionizacién suave (que no fragmenta la
molécula) es que no requiere un soporte sélido como MALDI permitiendo acoplarla mas

facilmente a cromatografia liquida.
Dicroismo Circular.

En los dicroismos tomados para los péptidos sintetizados se puede observar que estos
tienen conformacion estructural de a-hélice, esto se puede afirmar ya que la forma del
espectro de absorcion de la luz tiene dos minimos entre los 210 nm y los 220 nm, ade-
mas de un maximo a 193 nm. Sin embargo esta espectroscopia no nos da la informacion
necesaria para conocer que parte de la molécula la cadena peptidica puede tomar esta
conformacion estructural. Para poder hacer esta determinacion realizamos experimentos

de RMN. La gréafica 3 muestra los espectros de DC de los péptidos sintetizados.
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Grafica 3. Dicroismo Circular de los péptidos. Muestra 1 corresponde a DM 1.1, muestra 2 a DM 1.2,
muestra 3 a DM 1.3, muestra 4 a DM 1.4, muestra a DM 1.5,muestra 6 a DM 1.6, muestra 7 a DM 1.7 y

muestra8a DM 1
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5.3 Actividad biolégica.

Actividad antimicrobiana.

Uno de los objetivos planteados en este trabajo de investigacion fue el de evaluar la ac-
tividad leishmanicida de los péptidos sintetizados, sin embargo para iniciar con la activi-
dad de estos se evaluo la actividad antibacteriana que poseen. Inicialmente se llevaron a
cabo ensayos en los que dos cepas bacterianas, E. coli y S. aureus, fueron tratadas con
los péptidos a una concentracion especifica con el fin de conocer su potencial como
agentes antibacterianos. Los resultados se presentan en términos del porcentaje de inhi-
bicion de crecimiento bacteriano. Debido a que mediante el seguimiento de los cambios
en la absorbancia Unicamente, no es posible determinar el efecto bactericida o bacterios-
tatico de los péptidos, el efecto bactericida de las bacterias fue comprobado mediante la

resiembra en agar LB después de 24 horas de tratamiento.

Tabla 8. Efecto de los péptidos sobre la viabilidad de E. coli y S. Aureus

Péptido % de Inhibicion E. Crecimiento re- % de Inhibicion Crecimiento re-
coli siembra E. coli S. aureus siembra S. aureus
DM1.1 99,75+ 0.18 - 99,37 £ 0,44 +
DM1.2 99,90 + 0,02 - 99,42 + 0,69 +
DM1.3 99,70 + 0,42 + 99,29 + 0,59 +
DM1.4 99,94 + 0,07 - 99,81 + 0,10 -
DM1.5 99,86 + 0,13 + 99,80+ 0,12 +
DM1.6 98,61 + 0,43 - 99,04 + 0,39 -
DM1.7 99,89 + 0,05 + 51,47 + 0,74 +

+

DM1 99,90 + 0,05 - 99,68 + 0,23
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% de Inhibicion de crecimiento de S. aureus
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Gréfica 4. Actividad bioldgica de los péptidos frente a bacterias de E. coli a una concentracion de 25
uM

El método turbidimétrico consiste en una medida indirecta del numero total de células en
una suspension, que permite monitorear cambios en el nimero de células en pequefios
volumenes. Un incremento en la absorcién de la luz indica generalmente un incremento
en el numero de bacterias presentes en suspension. Mientras que el decrecimiento, el
aumento lento con respecto a los controles o la ausencia de cambio, podria suponer un
efecto bacteriostético o que por lo menos el nimero de células muertas es mayor que el
namero de células viables. Asi mismo, bajo ciertas circunstancias, pequefios aumentos
en la absorcion pueden indicar un incremento en el tamafio de las células, debido al hin-
chamiento de las mismas, previo al fenbmeno de lisis celular o cualquier otro cambio
morfoldgico que afecte la viabilidad de las bacterias. Lo que podria explicar parcialmente
por qué los péptidos con porcentajes de inhibicion mas cercanos al 100% no tuvieron
efecto bactericida. Otra razén este resultado puede ser que la dosis suministrada no fue

suficiente para observar efecto bactericida.

En la gréfica 4 se observa que después de 24 horas de incubacién los péptidos provoca-
ron un porcentaje de inhibicién superior al 99,5 % sobre ambas cepas, siendo E. coli la
mas susceptible. Hecho que se comprob6 con la ausencia de colonias de esta bacteria
resembradas en agar LB (tabla 7) procedentes de cinco de los ocho tratamientos. Mien-
tras que para S. aureus se observo ausencia de colonias en dos de los ocho tratamien-

tos.Se observo la inhibicion total del crecimiento de ambas cepas cuando fueron tratadas
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con los péptidos DM1.4 y DM 1.6. El efecto de los péptidos analogos sobre ambas cepas
fue similar a al efecto de DM1.

El péptido DM 1.7 fue activo sobre E. coli con un porcentaje de inhibicion de 99,89% y
sobre S. aureus un porcentaje de inhibicion mucho menor con apenas un 51,5%, indi-
cando que este péptido no posee las caracteristicas estructurales necesarias para afectar
la membrana de este tipo de bacterias. Aunque en el disefio de los péptidos se esperaba
gue DM 1,7 tuviese la mejor actividad contra agentes microbianos como las bacterias, se
observd que no siempre las predicciones hechas conllevan a resultados satisfactorios.
Las altas cargas positivas de las moléculas no son los Unicos factores que se deben te-
ner en cuenta para que posean actividad antimicrobiana. Hay que tener en cuenta otros

factores como la conformacion y la hidrofobicidad, como veremos mas adelante.
Actividad leishmanicida.

Después de realizados los ensayos sobre actividad antimicrobiana se procedi6 a realizar
el ensayo contra parasitos de L. Panamensis en su forma promastigote, con el fin de eva-
luar la capacidad de los péptidos de inhibir el crecimiento de los parasitos in vitro. Este
parasito fue el escogido por ser unos de los mayores causantes de leishmaniosis cutanea
en el pais (segun las cifras reportadas por el SIVIGILA)

Con la ayuda del laboratorio de Inmunomodulacion de la Universidad de Antioquia se
realizaron los ensayos de concentracion inhibitoria encontrandose que los péptidos DM
1.4y DM 1.6 son los que presentan una mayor actividad frente a los parasitos de Leish-

mania Panamensis (Tabla 9).

Tabla 9. Concentracién inhibitoria (IC50) de los péptidos frente a parésitos de L. Panamensis.

PEPTIDO  IC50 (ug/ml)
DM1 | 1605 13,4
DM 1.1 | 357,5+ 16,3
DM 1.2 | 353,0+6,1
DM 1.3 | 342,5+ 10,6
DM 1.4 | 39,0+42
DM 1.5 | 358,3t85
DM1.6 | 36,3+85
DM 1.7 | 378,5+4,9
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Al observar los pozos con los parasitos, a las diferentes concentraciones de péptido me-
diante el microscopio, la movilidad de estos se ve disminuida a una concentracion de 25
pg/ml para los péptidos DM 1.4 y 1.6 a 50 pg/ml la movilidad de los paréasitos en los po-
Zos con la presencia de estos péptidos es nula, para el resto de los parasitos la movilidad
es nula por encima de los 400 pg/ml (excepto DM 1.1 donde la movilidad se ve disminui-
da por encima de los 200 ug/ml). En la tabla 9 también se muestran los datos de la I1Csqo,
donde se evidencia la actividad de los péptidos sobre los parasitos. Tomamos como pép-
tido de partida DM 1, como péptido de referencia de comparacién entre los disefiados y
lo ya reportado. Este péptido en el ensayo tiene un ICso de 160,5 pg/ml mientras que la
actividad de DM 1.4 y DM 1.6 es mucho mayor al requerirse una menor cantidad de pép-

tido cinco veces menor aproximadamente que el péptido de referencia.

Estos resultados de ICso (concentracion inhibitoria del 50 % de la poblacién) nos indica
gue los péptidos DM 1.4 y DM 1.6.poseen una mayor probabilidad de ser usados como

medicamentos en la lucha contra la leishmaniasis.
Actividad hemolitica:

Se evaluo la actividad hemolitica de DM 1.4y DM 1.6 y se comparé con DM 1, a partir
del cual se disefaron los péptidos en el presente estudio., Estos péptidos fueron selec-
cionados debido a que fueron los mas activos sobre parasitos y bacterias. En la tabla 10
se muestran los valores del porcentaje de hemolisis de los péptidos sintetizados después
de 3 horas de tratamiento, para todos los péptidos se encontré que a la mayor concen-
tracion el porcentaje de hemolisis es bastante bajo, al alcanzarse un poco mas de 1 % de
hemolisis. EI 100% de hemdlisis se obtuvo tratando los eritrocitos con triton x-100 1%.

Tabla 10. Actividad hemolitica de los péptidos. Valores del porcentaje (%) de hemolisis de los pépti-
dos sintetizados después de 3 horas de tratamiento.

Concentracion (ug/ml) DM 1.6 DM 1.4 DM 1
200 1.68 £ 0,030 1,05 +0,002 1,07 £0,014
100 0.95 + 0,004 0,94 +0,003 0,90 +0,001
50 0.90 +0,002 0,90 +0,001 0,87 +0,001
25 0.85 +0,002 0,89 +0,002 0,81 +0,002

En la grafica 4 se puede visualizar como varia la actividad hemolitica con la concentra-
cion de péptido, se observa que los porcentajes de hemdlisis son inferiores al 2%, incluso

para una concentracion 4 veces mayor que aquella que tuvo efecto bactericida. Al com-



Resultados y discusion 49

parar el efecto hemolitico de los analogos con respecto al péptido inicial, se observa un
incremento de solo 0,6% para DM 1.6, mientras que el efecto hemolitico de DM1.4 podria
considerarse igual que el efecto de DM 1. En términos generales podria decirse que es-
tos péptidos tienen una baja toxicidad frente a mamiferos y una mayor disposicién a ata-

car células de organismos unicelulares como lo son las bacterias y los parasitos.

Actividad Hemolitica

2,00
1,80
1,60
1,40
1,20
EDM16

1,00
0,80 EDM14
0,60
mDM1
0,40
0,20
200 100 50 25

% de Hemolisis

0,00

Concentracion de péptido

Gréfica 5. Actividad hemolitica de los péptidos DM 1, DM1.4 y DM1.6.
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5.4 Estructura secundaria de los péptidos.

Para conocer la estructura secundaria (configuracion espacial) de los péptidos DM 1.4 y
DM1.6 se llevaron a cabo experimentos de resonancia magnética nuclear (RMN). Solo
estos dos péptidos fueron sometidos a RMN ya que fueron los que presentaron la mayor

actividad biolégica sobre los paréasitos evaluados.

DM 1.4

CH CH, CH,
CHB,v,0
CHe
sy CHa CH K
NH amida CH Aromatico B
wW w
NH W
10 M M 7 6 5 a 3 2 1 ppm

Grafica 6. Espectro RMN unidimensional de DM 1.4.

En la gréfica 6 se muestra el espectro de resonancia proténico para DM 1.4 donde los
HN del anillo benzimidazol del triptéfano se ve cerca a las 10 ppm, el NH del enlace
peptidico (NH amido) se encuentra en la region entre 7,5y 8,5 ppm; los CH del anillo
aromatico de los triptéfanos se encuentran entre los 7,0 y los 7,5 ppm; a 4,7 aproxima-
damente se puede ver la sefial del agua, la cual debe ser suprimida-—permitiendo obser-
vacion de las sefales del péptido. Los H que estan enlazados al Ca los encontramos
entre 3,9 y 4,5 ppm; los H enlazados a los CB se encuentran alrededor de las 2,0 ppm,
excepto para el triptéfano donde estos hidrogenos se encuentran alrededor de 3,3 ppm.
Los Hy se encuentran desplazados més hacia las 1,3 ppm; mientras que los Hd, propios

de las cadenas laterales de las leucinas se encuentran alrededor de 0,9 ppm.
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Grafica 7. Espectro COSY, region de "huella digital", de DM 1.4

En el espectro COSY (grafica 7) se muestran los acoplamientos de los HN con los Ha de
cada uno de los aminodacidos involucrados en la cadena peptidica, esta region de aco-
plamiento en el COSY se llama la huella digital, permitiendo obtener informacién sobre el
desplazamiento quimico del sistema de spin de cada aminoéacido, los cuales ayudan a

identificar las sefiales en el TOCSY con mayor precision.

A deméas de ayudarnos a obtener los desplazamientos quimicos de los sistemas de spin,
también nos permite hallar la constante de acoplamiento 3Jwy entre el NH y Ha, incre-
mentando asi las restricciones que se tienen en cuenta para calcular el modelo de la es-
tructura 3D del péptido (tabla 12).

En la tabla 11 se muestran los desplazamientos quimicos para los sistemas de spin de
cada uno de los aminoacidos que forman la cadena peptidica de DM 1.4. Estos despla-
zamientos corresponden a las coordenadas en ppm del espectro TOCSY para este pép-
tido (gréfica 8). La gréfica muestra la zona de acoplamiento de los protones NH, que for-
man los enlaces peptidicos, de cada uno de los aminoacidos con sus protones en las
posiciones a, B, v, ® y € de cada aminoacido. Como se puede ver en la grafica 8 la sefial
de los protones HN genera una sefial de correlacion con los protones alfa, beta, etc. Por
ejemplo la sefial a 7,53 ppm y 4,27 corresponde a una leucina, esta afirmacion se puede
hacer debido a que se logra apreciar en el TOCSY que el H con desplazamiento a 7,53

acopla también con dos sefiales entre 0,8 y 0,91 donde se encuentran los hidrégenos de
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los metilos en la cadena lateral, llamados Hé y que son propios de estos amino&cidos.
Las lisinas (K) presentan desplazamientos quimicos propios de sus hidrégenos CHe alre-
dedor de 3,0 ppm, para este péptido que tiene 3 lisinas se observan tres sefiales cerca a
ese desplazamiento, lo que indica su presencia en la secuencia, ademas podemos ob-
servar que para el desplazamiento a 7,89 hay acoplamiento con dos sefiales tipicas de
Ha a 4,20 y 4,26 lo que corresponde a dos lisinas, estos H acoplan con las sefales a
2,97 y 2,98 al igual que con las sefiales a 1,45 y 1,51 ppm correspondiente a los Hy y a

1,70 ppm se encuentran los H5 completandose el sistema de spin para la K.
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Grafica 8. Espectros TOCSY y NOESY de DM 1.4
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La sefial que se encuentra en los desplazamientos 8,41 y 4,87 ppm corresponde a un
triptéfano, lo cual se corrobora con las dos sefiales en 3,42 y 3,32 ppm que son tipicas
para estos aminoacidos, ademas en esta region no se presentan mas acoplamientos
para estas sefiales en el TOCSY. Las sefiales de la metionina las podemos encontrar a
7,79 y 4,39 ppm también se ven acoplamientos en el TOCSY para este aminoacido a
2,08 y 2,15 ppm correspondiente a los HR y a 2,65 y 2,55 ppm correspondiente a los Hy.
La glicina por no tener cadenas laterales solo se observa un acoplamiento a 7,99 y 3,94
ppm. La treonina presenta acoplamiento a 7,65 y 4,10 ppm entre el HN y el Ha, mientras
que el acoplamiento entre el HN y el HB3 se encuentra a 4,20 ppm. Las sefiales de la ala-
nina NH a 7,85 ppm, Ha a 4,16 ppm y HB en 1,26 ppm. Para el primer aminoacido de la
cadena, en este caso no se encuentra correlacién debido a que el grupo amino no esta
acetilado, por lo tanto el intercambio de los protones con deuterio es mucho mas rapido

impidiendo ver los sefiales del NH3** de este aminoacido.
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Grafica 9. Correlaciones NOESY de DM 1.4.

Una vez definidos los sistemas de espin para cada uno de los aminoacidos en la gréafica
8, podemos ver las correlaciones a larga distancia en el espectro NOESY. En la gréafica 9
podemos observar como se dan las correlaciones de los aminoacidos con sus vecinos
hasta el 4 aminoacido en la cadena. Se ven claramente las sefiales de correlacién entre

los aminoéacidos L1 y W5, que corresponden al Ha de la leucina con el HN del triptéfano,
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el Ha de este ultimo muestra correlacién con el HN del Ks; y asi sucesivamente se en-
cuentran las sefales de correlacion entre el amino&cido i con el i+1, el i+2 (en rojo), i+3

(en verde) e i+4 en (azul).

En la grafica 8 podemos observar los sistemas de acoplamiento de los Ha con los Hp,
v,0 y € de cada uno de los aminoacidos en la cadena peptidica de DM 1.4 (TOCSY), asi
podemos corroborar las asignaciones que se muestran en la tabla 11. A demas podemos
asignar las sefiales de la L1 que no se observan en la region NH, por ejemplo las sefiales
a 0,97 y 0,95 ppm que corresponden a leucina. En los espectros del experimento NOESY
se observan correlaciones a larga distancia entre los Ha y los HB de los aminoéacidos

resaltadas en verde, un ejemplo de estas correlaciones se dan entre Ko y Wi2.
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Grafica 10. Correlaciones en laregién Ha de DM 1.4
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En la grafica 10 se muestran las correlaciones HN;, HNi:1 y HNi:2 entre los amino&cidos
gue componen la cadena peptidica, en la diagonal del espectro se ubican las sefales
propias de los desplazamientos del HN, que intervienen en el enlace peptidico, de cada
aminoacido (desplazamientos tomados del TOCSY). En a) se concentran las correlacio-
nes HNi-HNi.1, las cuales se pueden ver a un alto nivel, mientras que para ver las corre-
laciones entre HNi-HNi+> se requiere bajar el nivel del espectro (b). Por ejemplo la Kz tie-
ne una sefial de correlacion con T4 y otra con Ms, esta Ultima se muestra en b con color

rojo para resaltarlo.

T T T[T T T[T T[T Tt T[T [ T [ T I rrr ]
84 8.2 8.0 78 768 74 84 82 80 78 768 74
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Grafica 11. Correlaciones NOESY region NH de DM 1.4.
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Tabla 11 Desplazamiento quimico de los aminoacidos de DM 1.4

0 (PPM)
AMINOACI- | NH CHa  CHB Otros
DO
L1 401 1,74;1,65 yCH 1,23; 6CHz 0,97
Wa 8,41 487 342,332  NH(1) 10,08; CH(2) 7,36; CH(4) 7,70; CH(5) 7,28:
CH(6) 7,28; CH(7) 7,55
Kz 8,14 4,08 1,71;1.81 yCH 1,31; 1,34 6CH 1,70; eCH 2,97
Ta 7,65 4,10 4,20 yCHz 1,24
Ms 7,79 4,39 2,08;2,15 yCH 2,65; 2,55
Le 785 421 1,75;1,70 yCH 1,63 6CHs 0,95; 0,90
Kz 789 420 1,91;1,86 yCH 1,45; 1,51; 6CH 1,70; eCH2,97
Ks 789 426 1,92;1,88 yCH 1,45; 1,52; 6CH 1,68; ¢CH2,98
Lo 809 432 1,78;1,79 yCH 1,64; 6CHs 0,95; 0,91
Guo 799 3,94 - -
T 791 4,19 4,25 yCHz 1,22
Wiz 787 462 339 NH(L) 10,00; CH(2) 7,31: CH(4) 7,65; CH(5) 7,16;
CH(6) 7,24: CH(7) 7,50
A3 7,85 4,16 1,26 -
Lis 7,53 4,27 1,68 yCH 1,65; 6CHs 0,95; 0,81
Li W2 Ks T4 Ms Le K7 Ks Lo Gio Ti1 Wiz A4z Laa
Hpi - Hisa
HNi‘ Hai
HNi_ Holi+1
HNi_ Hai+2
HNi_ Hai+3
Hri- Hai+4
Hai - Hiez
H, - Hg iz

Grafica 12. Sistema de correlaciones de DM 1.4
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En la gréfica 12 se pueden observar las correlaciones que se encuentran en el espectro
NOESY debido a la vecindad de los aminoé&cidos. Las correlaciones ente el HN; y el Hai+s
sugiere que el péptido forma una hélice alfa entre los amino&cidos Ms y A3, es decir que
el HN de Ms esta cerca espacialmente de Ha de Lo y hay un NOE entre ellos, de la mis-
ma forma que hay un NOE entre el NH de este y él Ha de Ais. Estas correlaciones solo
son observables si los hidrogenos estan a menos de 5 A de distancia en la a-hélice. Los
aminodcidos entre Kz y Aj3 presentan correlaciones entre los Ha y los HB de sus vecinos
a tres espacios en la cadena peptidica. Estas correlaciones que se lograron ver en el

espectro NOESY son los esperados en la formacién de a-hélices.

Los espectros de RMN fueron tomados disolviendo péptidos en una solucién de TFE
(deuterado) en agua al 30 %. La adicién de este solvente permite al péptido tomar su
conformacion predominante. Este solvente se solvata mas eficientemente que el péptido
por lo que conlleva a una deshidratacion de la cadena peptidica conduciendo a la forma-
cion de puentes de hidrogeno intramoleculares, promoviendo la estabilizacién de la es-

tructura secundaria[67].
Realizacion del modelo

Con la informacién de las interacciones entre los diferentes protones se alimenta el soft-
ware Distant Geometry (DGII) el cual nos calcula la estructura secundaria del péptido, el
resultado de este se muestra en la gréfica 12. Para ello se introducen los datos como se
muestra en la tabla 12, indicando los desplazamientos quimicos los protones de cada
aminodcido, las correlaciones (NOEs) a larga distancia observadas (correlaciones NH;.
Hai:2, NHi-Haiss, etc), y los puentes de hidrogeno que pueda presentar. Las puentes de
hidrogeno se establecen por las correlaciones a larga distancia, por ejemplo: un pico de
correlacion entre NH; y Hai+s, indica la formacion de un puente de hidrogeno entre el NH
del aminoéacido i y el oxigeno del grupo carbonilo del aminoacido que se encuentra a 4
residuos de distancia. A demas de las asignaciones se debe colocar la intensidad de la

sefal en el espectro NOESY.
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Tabla 12. Sistema de restricciones para el calculo de DM 1.4

INOE constraints peptide DM1.4
L1

assign (resid 1 and name HA ) (resid 1 and name HB* ) 3.6 1.9 0.21 !'medium
assign (resid 1 and name HA ) (resid 1 and name HG* ) 3.6 1.9 0.21 !'medium
assign (resid 1 and name HAG ) (resid 1 and name HD* ) 3.6 1.9 0.21 !'medium
w2
assign (resid 2 and name HN ) (resid 1 and name HA ) 3.6 1.9 0.21 !'medium
assign (resid 2 and name HN ) (resid 3 and name HN ) 3.6 1.9 0.21 !'medium
assign (resid 2 and name HN ) (resid 2 and name HA) 2.7 0.9 0.0 !strong
assign (resid 2 and name HN ) (resid 2 and name HB) 3.6 1.9 0.21 !'medium
assign (resid 2 and name HN ) (resid 2 and name HB) 3.6 1.9 0.21 !'medium
llong distance
assign (resid 3 and name HN ) (resid 1 and name HA ) 5 3.2 0.0 'weak
assign (resid 3 and name HN ) (resid 4 and name Hb) 5 3.2 0.0 'weak
'H-bond
assign (resid 12 and name N) (resid 8 and name O) 2.7 0.9 0.0 !strong
I'Ha.tbl
OBSE (resid 1 and (name HA )) 4.01 'G1L
'Hb.tbl
assign (resid 9 and name HN ) (resid 5 and name O) 53.20.0 weak
assign (resid 9 and name N) (resid 5 and name O) 53.20.0 weak
lcoupling constants for phi torsion angles
1J tbl
L8
assign (resid 7 and name C) (resid 8 and name C)

(resid 8 and name CA) (resid 8 and name C) 4.0 1.0
'Dihr Tbl
I'phi angles
L8 (resid 7 and name C) (resid 8 and name N) 1-67 452

(resid 8 and name CA) (resid 9 and name C)
Ipsi angles
L8 (resid 8 and name C) (resid 8 and name N) 1-67 452

(resid 8 and name C) (resid 8 and name C) 1 -44 45 2

Péptido DM 1.4

15 estructuras con superposicion en region
a helical (2a S5y 7a 12)

26 estructuras con superposicion en region
a helical (2 a 5)

20 estructuras con superposicion en region
a helical (7 a 12)

Gréfica 13. Resultados del calculo de la estructura 3D de DM 1.4
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El célculo de la estructura se hace para obtener un total de 50 estructuras. Estas 50 es-
tructuras permiten obtener 3 grupos como se muestra en la grafica 13. Son posibles
conformaciones que el péptido puede tomar (tabla 13). Todas son en mayor proporcién
helicoidales con rmsd menores a 1 A, lo que indica que los tres grupos de estructuras
pueden ser posibles, se escoge el modelo donde los aminoacidos desde la posicién 2
hasta la posicion 12 de la cadena peptidica son los que estan involucrados en la forma-

cion de la hélice

Tabla 13. Resultados célculos geometria de DM 1.4

PEP DM 1.4
NOES UTILIZADOS 198
RMSD PROMEDIO Familia 3, 15 estructuras con los

dos fragmentos RMSD=0.61A

Familia 1, 26 estructuras del W2
a M5 (0.22A)

Familia 2, 20 estructuras del K7
aW12 (0.75A)

Estructura consenso de baja

energia: # 29.
NINGUNA VIOLACION NOE 0.25 A
2
NINGUNA VIOLACION DE 2.5°
ANGULO 2

Gréfica 14. Estructura 3D de DM1.4

Para el péptido 1.6 el analisis de la estructura secundaria se realizé de igual manera que
para DM 1.4.
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Gréfica 15. Espectro de RMN proténico para DM 1.6
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Grafica 16. Espectro COSY, region "huella digital", de DM 1.6
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En el espectro de resonancia tomado para DM 1.6 (grafica 15) se puede ver un incre-
mento en la intensidad de las sefales correspondiente a los triptéfanos, esto se debe a
gue en esta secuencia se incrementa la cantidad de este aminoécido en la cadena pepti-
dica.

En la gréfica 16 se puede ver el espectro en la llamada regién de huella digital del pépti-
do DM 1.6, donde se observan las sefiales de tres triptéfanos entre 7,8 y 7,95 ppm para
el desplazamiento NH y, entre 4,5y 4,7 para el HCa. Se corrobora asi la presencia de un
triptofano més en la secuencia, lo cual era de esperarse ya que en la sintesis se cambi6
la metionina (M) en la posicion 6 por un triptéfano, incrementando asi la cantidad de este
aminoéacido en la cadena con respecto a DM 1 y DM 1.4. Por esto para este péptido no

vemos las sefales propias para M.
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Gréfica 17. Espectro TOCSY, regién NH de DM 1.6
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En la tabla 13 se muestran los desplazamientos quimicos para los aminoacidos en este
péptido, los cuales fueron tomados del espectro TOCSY (grafica 17) y la secuencia con-
firmada con el NOESY (gréfica 18), las sefiales en rojo representan las sefiales propias
de cada uno de los aminoacidos en la cadena. A demas en el espectro se muestran las
correlaciones de los anillos arométicos de los triptéfanos (region alrededor de 7,2 ppm).
En este espectro podemos encontrar también las correlaciones a larga distancia, aunque
para este péptido no son muy evidentes las correlacion HNi-HCai.4, la presencia de corre-
laciones en NOESY, en la region CHa-CHp, indica la cercania de los aminoacidos i,i+4
en la zona entre Wg y A1s.La presencia de correlaciones i,i+3 entre HN y HCa al igual que
las de HCa y HCPB indican que este péptido tiene conformacion helicoidal entre estos

aminodcidos, como se puede ver en el modelo calculado para representar este péptido.
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Grafica 18. Sistema de correlaciones, espectro NOESY DM 1.6
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Grafica 19. Correlaciones HCa-HCB, HCy, HCb de DM 1.6.

Tabla 14. Desplazamiento quimico de los amino&cidos en DM 1.6

5 (PPM)

AMINOACIDO
G:
L2

W3

Ka
Ts

We

L7

Ks

Ko

Lio
Gu
Ti2

W13

A4
Lis

NH

8,44

7,94

7,85
7,76

7,89

7,86
7,80
7,92
8,09
7,95
7,78

7,87

7,85
7,55

CHa
3,82
4,36

4,62

4,07
4,08

4,50

4,05
4,09
4,15
4,22
3,88
4,17

4,61

4,30
4,27

CHB

1,55; 1,51
3,31, 3,27

1,60
4,12

3,33; 3,28

1,55; 1,49
1,91
1,86
1,59

4,24
3,36; 3,30

1,25
1,68

Otros

yCH1,55; 6CHs 0,92; 0,87

NH(1) 10,00; CH(2) 7,30; CH(4) 7,61; CH(5) 7,15;
CH(6) 7,22; CH(7) 7,48
yCH 1,70; 1,50; 3CH 1,70 ¢CH 2,93
yCHs 1,23

NH(1) 9,80; CH(2) 7,08; CH(4) 7,50; CH(5) 7,08;
CH(6) 7,32; CH(7) 7,60
yCH 1,28; 5CH3 0,85; 0,82
yCH 1,45; 1,51; 5CH 1,69; eCH2,97
yCH 1,48; 1,41; 5CH 1,65; eCH2,93
yCH 1,55; 5CHz 0,82

yCHs 1,21

NH(1) 10,00; CH(2) 7,22; CH(4) 7,59; CH(5) 7,22;
CH(6) 7,22; CH(7) 7,62

yCH 1,65; 8CHs 0,95; 0,88
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En la gréfica 19 se pueden ver los acoplamientos de las sefiales propias (intrarresidual)
de cada de uno de los aminoacidos. En el NOESY se ademas de esas sefiales propias
pueden observarse las sefiales de correlacion entre el Wes y el K9 como también entre la
Lio ¥ el W13. Debido a estas correlaciones se puede afirmar que este péptido posee con-

formacion de a-hélice entre estos aminoacidos.

Para el célculo de esta estructura se utilizaron 181 sefiales provenientes del espectro
NOESY vy de las correlaciones que se muestran en la grafica 20. Se obtuvieron 19 es-
tructuras cuya representacion se muestra en la grafica 21, donde los aminoacidos que
conforman la estructura de a-hélice se encuentran entre los aminoacidos W11 y L15,
pero como pudimos ver en el espectro NOESY las correlaciones entre el Ha y el HB de
los aminoacidos W y Ko, respectivamente nos permite inferir que la regién en la que se

forma la hélice comienza en Ws y va hasta Lis.

Peptido DM1.6
G L W Ki Ts W; Lr K& Ky Lo Gt Tz Wiz Au Lis

Hri- His
Hyr Ho;
Hyir Hojer

FINE Maga2
Hyir Hoiz
Hui = Huis2
Ho - Hpis — T

Grafica 20. Sistema de correlaciones de DM 1.6
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Grafica 21. Estructura 3D de DM1.6

Relacion estructura actividad.

Los péptidos DM 1.4 y 1.6 fueron los que tuvieron mejores resultados cuando se evalué
su actividad biologica tanto en bacterias (E. coli y S. aureus) como en parasitos de L.
panamensis. Al observar las secuencias peptidicas se encuentra que la principal diferen-
cia radica en que estos péptidos tienen un triptéfano en la posicion 3 desde el extremo
carboxi terminal de la cadena, al parecer este aminoacido en esta posicién es importante
para la interaccion con la membrana del parasito. Como se plante6 en la seccién 2 de
este trabajo, el incremento de la cantidad de triptéfanos en la cadena peptidica aumenta
la hidrofobicidad del péptido y a su vez permite una mayor interaccién con la parte hidro-
fébica de las membranas lipidicas, lo cual se evidencia al evaluar los péptidos frente a los
microorganismos utilizados. Sin embargo al comparar DM 1.5 con DM 1.4 y DM 1.6 se
puede ver que aunque DM 1.5 también tiene un triptéfano mas que DM 1 la posicién en
la que se encuentra no es favorable para la actividad del péptido. La posicién del W en la

cadena peptidica es importante para mejorar la actividad.
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Tabla 15. Actividad frente a parasitos

PEPTIDO SECUENCIA ACTIVIVIDAD PARASITOS pg/ml
DM1.1 LWKTMLKKLGTMAL 357,5+ 16,3
DM1.2 KLWKTMLKKLGTMAL 353,0+ 6,1
DM1.3 LWKTMLKKLGTMALH 342,5+ 10,6
DM1.4 LWKTMLKKLGTWAL 39,0+ 4,2
DM1.5 ALWKTWLKKLGTMAL 358,3+ 8,5
DM1.6 GLWKTWLKKLGTWAL 36,3+ 8,5
DM1.7 ALWKKTMLKKLGTMKL 378,5+£ 4,9

DM1 ALWKTMLKKLGTMAL 160,5 +13,4

Los dos péptidos que poseen la mayor actividad bioldégica poseen estructura secundaria
del tipo a-hélice, lo cual indica que esta conformacion es la favorable para interactuar con
los parésitos, generando poros en la membrana. Sin embargo DM 1.6 tiene una estructu-
ra mas desordenada, ya que al inicio de la cadena peptidica sus aminoacidos no tienen
una conformacion bien definida (“random coil”) lo que puede generar que este péptido

pueda entrar mas facilmente en la membrana lipidica y asi generar la disrupcién de esta.
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6.Conclusiones y recomendaciones

Conclusiones

Por medio de la metodologia de Fmoc se lograron sintetizar los péptidos disefiados que
son analogos de DM1, a partir de datos suministrados por herramientas bioinformaticas
tomando en cuenta su viabilidad como agentes antimicrobianos y poseer una estructura
predominante de a-hélice, llevando a secuencias con altos contenidos de lisina y carga
superior o igual a +3 en entornos cercanos a pH neutro. La verificacién de la obtencién
de estos péptidos se realiz6 por medio de la espectrometria de masas la cual nos permi-
tio establecer la concordancia entre la masa obtenida y la masa esperada para cada se-

cuencia.

Durante las pruebas de actividad antibacteriana se encontr6 que DM 1.4 y DM 1.6 tienen
actividad bactericida tanto en E. Coli como en S. aureus, a 25 pM, impidiendo su creci-
miento aun después de la resiembra. DM 1.4 y DM 1.6 también presentaron la mejor ac-
tividad contra promastigotes de L. panamensis (36 y 39 ug/ml respectivamente). Indican-
do que son mucho mas activos que DM 1 cuya concentracion activa fue de 160 pg/mil.
Las pruebas de hemolisis de los péptidos que presentaron mayor actividad biol6gica,
mostraron una baja accién de estos sobre los eritrocitos lo cual representa una baja toxi-
cidad.

Comparando los peptidos DM 1.4 y DM 1.6 con el de partida (DM1) se puede observar
que el incremento de las unidades de triptéfano en los extremos de la cadena peptidica

mejora la actividad bioldgica de estos frente a bacterias y parasitos.

Por medio de la resonancia magnética nuclear (RMN) se pudo determinar que los pépti-
dos DM 1.4 y 1.6 poseen estructura de a-hélice y que esta es predominante en DM 1.4
donde 10 residuos de aminoacidos estan involucrados en dicha conformacion (W: a W1y),

mientras que para DM 1.6 se encuentra entre W Yy Lis.

Los resultados del modelo de la estructura 3D de los péptidos nos muestra que la con-
formacion helicoidal es la mas favorable para que tengan actividad biologica frente a mi-

croorganismos.
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Recomendaciones

Se recomienda hacer ensayos de actividad contra parasitos de leishmania en células
macrofagas infectadas para conocer su viabilidad contra otras especies de leishmania y
como agente leishmanicida, ademas de probar su viabilidad sobre otras igualmente se
recomienda hacer estudios de actividad citotoxica para saber si pueden o no convertirse

en medicamentos.

La realizacion de experimentos DFQ-COSY, nos permitiria determinar las constantes de

acoplamiento escalar de los péptidos con una mayor precision.

Es recomendable realizar experimentos de RMN bidimensional para los péptidos con
variaciéon de la temperatura o con adicion de DO con el fin de poder determinar con ma-

yor exactitud la formacién de puentes de hidrogeno en la cadena.

Se recomienda el estudio de interaccion de los péptidos con modelos de membrana ha-
ciendo uso de herramientas computacionales (dindmica molecular) con el fin de poder
entender mejor como estos péptidos pueden interactuar con la célula del parasito y asi
poder ver cual podria ser el mecanismo de accién que ejercen los péptidos sobre este y

como se podrian disefiar péptidos con mejores actividades.
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