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Resumen VIl

Quimeras peptidicas: una alternativa sintética para potenciar la actividad
antimicrobiana de péptidos

Resumen

La emergencia provocada por la resistencia microbiana a los medicamentos disponibles
actualmente ha motivado el desarrollo de agente terapéuticos que superen esta limitacion.
Los péptidos antimicrobianos (PAMs) son una alternativa que ha ganado relevancia ya que
poseen actividad antimicrobiana contra un amplio espectro de microorganismos vy,
anticancerigena contra lineas celulares de diferentes tipos de céncer a través de
mecanismos de accién Unicos. Una de las alternativas que permite potenciar la actividad
biol6gica de los PAMs es la sintesis de quimeras peptidicas, que permite la obtencién de
moléculas que no son producidas de forma natural y actlan a través de mecanismos de
accion combinados generando aumento de la selectividad y actividad biolégica entre 1,5y
10 veces. En este sentido, el disefio de las quimeras puede combinar péptidos penetrantes
en las células con péptidos activos biolégicamente para generar péptidos hibridos con
doble funcion. Dentro de la revision bibliografica se incluyen también diferentes métodos
de obtencién de PAMs como la obtencién a partir de fuentes naturales, que se considera
costosa y de baja aplicacién en el campo industrial, la produccién a través del método
recombinante mediante la manipulacién genética de microorganismos como E. Coli que se
convierten en productores de PAMSs, lo que lo hace un método econémico y rapido, aunque
presenta limitaciones en el disefio de secuencias con AA no naturales, y por ultimo el
método de sintesis quimica en fase sélida (SPPS) que es el de mayor popularidad ya que
permite obtener péptidos sin limitaciones en el disefio de las secuencias, es un método

escalable y que genera altos rendimientos.

Palabras clave: actividad antimicrobiana, actividad anticancerigena, quimeras,

SPPS, melitina, buforina ll.



Abstract VIII

Peptide chimeras: a synthetic alternative to enhance the antimicrobial activity of
peptides

Abstract

The emergence caused by microbial resistance to currently available drugs has motivated
the development of therapeutic agents that overcome this limitation. Antimicrobial peptides
(AMPs) are an alternative that has gained relevance because they have antimicrobial
activity against a wide spectrum of microorganisms and anticancer activity against cell lines
of different types of cancer through uniqgue mechanisms of action. One of the alternatives
that allows enhancing the biological activity of PAMs is synthesis of peptide chimeras, which
allows obtaining molecules that are not produced naturally and act through combined
mechanisms of action, generating an increase in selectivity and biological activity. between
1.5 and 10 times. In this regard, the design of chimeras can combine cell-penetrating
peptides with biologically active peptides to generate hybrid peptides with dual functions.
Within the bibliographic review, different methods of obtaining PAMs are also included,
such as obtaining from natural sources, which is considered expensive and of low
application in the industrial field, production through the recombinant method through the
genetic manipulation of microorganisms such as E. Coli that become producers of PAMs,
which makes it an economical and fast method, although it has limitations in the design of
sequences with non-natural AA, and finally the solid phase chemical synthesis method
(SPPS) that is the most popular since it allows obtaining peptides without limitations in the

design of the sequences, it is a scalable method that generates high yields.

Keywords: Antimicrobial activity, anticancer activity, chimeras, SPPS, melittin,

buforin II.
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1.Metodologia

La metodologia utilizada para desarrollo de este trabajo monogréfico se establecieron 6
etapas (Figura 1-1):

Figura 1-1: Metodologia utilizada para la elaboracion de la monografia

4 B 4 - A
Definicion de los - Determinar herramientas = Recoleccidn datos
parametros de blsqueda de busgueda secundarios
N ’ N . o
il N il F N
Establecer panorama Andlisis y sintesis de la
Redactar el documento  |qm . - . 2,
sistematico informacion recolectada
N . R N r

Durante la primera etapa se definieron las tematicas que serian exploradas en la revision

bibliogréfica, dentro de las que se incluyeron:

- Problemética asociada a la resistencia antimicrobiana a nivel mundial

- Péptidos Antimicrobianos (PAMSs)

- Clasificacion y propiedades fisicoquimicas de los PAMs

- Actividad biol6gica y mecanismos de accién de los PAMs

- Aplicaciones de los PAMs

- Métodos de obtencion de PAMs (fuentes naturales, sintesis por tecnologia
recombinante, las reacciones y mecanismos involucrados en la sintesis de péptidos
en solucion y en fase solida; y, por ultimo, la sintesis de quimeras peptidicas)

- Actividad antibacteriana, antifangica y anticancerigena de quimeras peptidicas



2 Metodologia

En la segunda etapa se definié el periodo de busqueda entre los afios 2010 y 2022, sin
embargo, resulto necesaria la inclusion de bibliografia previa al 2010 (aproximadamente

20%) ya que se encontro informacién de alta relevancia.

En la busqueda de material se utilizaron las siguientes herramientas de busqueda:

- Recursos fisicos (libros y revistas cientificas impresas)
- Herramientas digitales (paginas web, articulos y libros electrénicos)

Los motores de busqueda utilizados fueron SciFinder, Google Scholar, PubMed y el Portal
de Revistas UN de la Universidad Nacional de Colombia, para obtener en total mas de
250000 registros.

En la tercera etapa, se recolectaron los datos secundarios teniendo en cuenta su
relevancia frente a los pardmetros de tematica y fecha de publicacion definidos

previamente (178 fuentes).

Dentro de la cuarta etapa se realizé la lectura, andlisis y sintesis de la informacion
recolectada en la tercera etapa, se clasifico y organizé en orden cronoldgico con el objetivo

de exponer la informacién de forma ordenada.

En la quinta etapa se desarroll6 la escritura de este documento estableciendo un panorama
completo de las tematicas planteadas para determinar la capacidad de las quimeras

peptidicas en potenciar la actividad biolégica de PAMs.

Por ultimo, en la sexta etapa tras realizar la revision bibliografica y el analisis de la
informacion recolectada se plantearon algunas conclusiones y recomendaciones

referentes a la sintesis y aplicacién de PAMs y quimeras peptidicas.



2.Introduccién

La resistencia de los patdgenos a los agentes antimicrobianos se produce cuando los
microorganismos, sufren cambios que hacen que estos no sean susceptibles a los
medicamentos a los cuales antes eran susceptibles [1]. El fendmeno de resistencia
antimicrobiana (RA) es natural e inevitable y tiene lugar a lo largo de la escala evolutiva de
los microorganismos. Este proceso se acelerdé dramaticamente debido al uso excesivo e
inadecuado de los antibidticos. La RA limita las opciones terapéuticas y dificulta el
tratamiento de las infecciones [2].

Se ha estimado que tan solo en Europa y Estados Unidos las infecciones causadas por
microorganismos resistentes causan cerca de 700.000 muertes al afo, con otros cientos
de miles de muertes mas alrededor del mundo. Adicionalmente, si se mantiene la
tendencia se estima que, en 2050 aproximadamente 10 millones de personas falleceran al
afio por esta causa [3]. Después de la “edad de oro” de los antibiéticos (1950 - 1960), han
sido pocos los medicamentos nuevos que han llegado al mercado. A partir de 1980 el
namero de antibiéticos aprobados cayé significativamente y solo se presentd un repunte
entre 2011 y 2016, cuando algunos medicamentos “primeros en su clase” como
Fidaxomicina, Delamanida, Ozenoxacino y Bedaquilina fueron aprobados [4]. En este
sentido, es preocupante que los nuevos antibiéticos en su mayoria presentan actividad
contra microorganismos Gram positivos, pero en bacterias Gram negativas, como las
enterobacterias, Acinetobacter baumannii y Pseudomonas aeruginosa los resultados no
sean prometedores, lo que estd asociado a la complejidad de la pared celular de los
microorganismos Gram negativos que dificulta que los antibidticos penetren la barrera para
luego internalizarse en la bacteria, convirtiéndose en prioridad critica para la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) [5].

Lo anterior, ha generado que las infecciones causadas por bacterias resistentes sean

reconocidas como un problema de salud publica, por ejemplo, en lo referente a las
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bacterias ESKAPE [4]. El grupo de bacterias ESKAPE incluye las bacterias gram positivas
(BGP) y gram negativas (BGN): Enterococcus faecium (BGP), Staphylococcus aureus
(BGP), Klebsiella pneumoniae (BGN), Acinetobacter baumannii (BGN), Pseudomonas
aeruginosa (BGN) y Enterobacter (BGN), que presentan resistencia a través de
acumulaciones individuales de resistencia hacia un grupo amplio de antibidticos y
mecanismos no selectivos [6]. Su prevalencia en pacientes en la Unidad de Cuidados
Intensivos (UCI) es del 40%, lo anterior demuestra la necesidad de desarrollar nuevas
alternativas terapéuticas que incluyan moléculas novedosas y efectivas que puedan
enfrentar esta amenaza. Las bacterias ESKAPE estan incluidas en la lista de doce
bacterias para las que se requiere con urgencia nuevos antibiéticos [7].

Por otra parte, se ha evidenciado que la resistencia a los antimicéticos puede ser
desarrollada de forma intrinseca (codificada genéticamente e inherente a las especies
fungicas) o de forma adquirida (asociada a la exposicion a un farmaco antimicético).
Actualmente se dispone solo de tres tipos de medicamentos antimicéticos: polienos
(anfotericina B), azoles (fluconazol) y equinocandinas (caspofunginas), los cuales actian
a través de la eliminacion y la inhibicion del crecimiento de los hongos en el cuerpo, pero
también presentan efectos secundarios graves y potencialmente toxicos [8]. La presencia
de un hongo farmacorresistente a uno de los tres tratamientos implica una disminucién del
33% en las opciones terapéuticas, que incluso puede llegar al 50% en caso de que uno de
los otros dos tratamientos tampoco sea efectivo. Por lo anterior, es preocupante la
existencia de hongos resistentes a los tres tratamientos, como Candida auris, lo que
conlleva a que una infeccion como la candidemia puede llevar a la discapacidad e incluso
la muerte del paciente. Las infecciones causadas por Aspergillus fumigatus, un moho que
causa la infeccion pulmonar aspergilosis, son desarrolladas por 200.000 personas en todo
el mundo anualmente. La resistencia antifingica se traduce en mayores tiempos de

estancias en los hospitales, tratamientos largos y costosos [9].

El panorama de la resistencia de los virus no es diferente, y en particular, los virus de ARN
predominan en la lista actual de diez amenazas para la salud mundial de la OMS, en la
gue se incluyen el SIDA, la influenza, el dengue, el ébola y otros virus como el Zika, el
Nipah y el coronavirus (MERS-CoV y SARS-CoV-1) [10]. La resistencia a los antiviricos es
preocupante en especial para la creciente poblacién de pacientes inmunodeprimidos, en

los que la reproduccion virica continua y la exposicioén prolongada a farmacos conducen a
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la formacién de cepas resistentes [9]. Algunos factores del desarrollo de resistencia
antiviral son la aptitud viral referente a la capacidad de replicacion del virus en un entorno
definido, la potencia y la barrera genética a la resistencia del agente antiviral, que se ve
disminuida por el desarrollo de las mutaciones como la mutacion rtM204V/I, que confiere
resistencia a lamivudina. Los medicamentos antivirales aprobados son adecuados solo
para 10 de los méas de 220 virus que pueden infectar a los humanos. Los tratamientos
antivirales, se dirigen a los mecanismos de replicacion viral a través del deterioro de la
aptitud viral, lo que conlleva a que la replicacion del virus no sea exitosa. El aumento de la
resistencia también tiene un impacto econémico, ya que los regimenes de segunda y

tercera linea son mucho mas costosos que los farmacos de primera linea [10].

La mayor proporcién de enfermedades parasitarias se concentra en los paises
subdesarrollados, especialmente en las regiones tropicales y subtropicales. Las
enfermedades parasitarias como malaria, leishmaniasis, esquistosomiasis vy
tripanosomiasis afectan a mas de mil millones de personas alrededor del mundo, y causan
mas de 1 millbn de muertes al afio, lo que repercute en el campo sanitario, social y
econdmico de las poblaciones [11]. La resistencia antiparasitaria que ha sido detectada en
especies de protozoos, helmintos y artropodos, se define como la seleccién de un rasgo
hereditario especifico en una poblacién de parasitos, debido al contacto de esa poblacién
con una sustancia quimica que genera un aumento significativo en el porcentaje de la
poblacién que sobrevivird a una dosis estandar de esa sustancia quimica. La resistencia a
los medicamentos, la persistencia de enfermedades parasitarias, la falta de vacunas y la
resistencia de los vectores a los insecticidas dificulta la aplicaciébn de tratamientos

adecuados [9].

Adicionalmente, se ha determinado que el cancer es la tercera causa de muerte mas
relevante en el mundo, responsable de aproximadamente 10 millones de muertes en 2020,
principalmente asociadas al cancer de pulmoén (1,8 millones de personas). Durante el afio
2020 fueron diagnosticadas 19,3 millones de personas, principalmente con cancer de
mama, pulmoén, colon y recto, y préstata [12]. En este sentido, es importante tener en
cuenta que la tasa de supervivencia aumenta afio tras afio, debido a los avances en la
deteccion temprana. Desafortunadamente, se ha evidenciado una diferencia en la
disponibilidad de tratamientos que incluyen cirugia, radioterapia y/o terapia sistémica, entre

paises con diferentes niveles de ingresos. La principal caracteristica del cancer es la rapida
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creacion de células anormales que crecen por encima de los limites habituales y que luego
invaden diferentes partes del cuerpo mediante la metastasis. La resistencia de las células
tumorales puede ser intrinseca o adquirida. La principal causa de la resistencia son las
células cancerosas que no son afectadas por los medicamentos, estas células mutan,
desarrollan resistencia, y posteriormente al multiplicarse se vuelven mas resistentes, a
través de la amplificacion de genes, dado que las células cancerosas pueden generar
cientos de copias de un gen en particular. Entre otros efectos se indica la sobreexpresion
de proteinas que participa en el bombeo del farmaco que ingresa al sistema, y diferentes
estrategias que inactivan los farmacos [13].

La necesidad de diferentes opciones terapéuticas que puedan responder a los
mecanismos de resistencia expuestos previamente genera que los PAMs sean
considerados como una alternativa atractiva. Los PAMs son componentes de caracter
ubicuo conservados evolutivamente de la respuesta inmune innata desde los organismos
procariotas hasta los humanos. Actualmente, los PAMs sintéticos representan una opcion
terapéutica para microorganismos multirresistentes. Los PAMs en contraste a la mayoria
de antimicrobianos convencionales, que generalmente estan dirigidos a proteinas
especificas, pueden actuar sobre una variedad de membranas y blancos terapéuticos,
exhibiendo efectividad contra bacterias, parasitos, hongos, virus envueltos e incluso
algunos tipos de células cancerigenas. Los mecanismos de accion de los PAMs se
relacionan especificamente con sus propiedades estructurales como tamafio, secuencia,

carga, estructura, hidrofobicidad y anfipaticidad [14].

Una caracteristica comun de este tipo de moléculas es su naturaleza cationica que les
permite establecer interacciones electrostaticas con las membranas celulares, y su
capacidad de plegarse en conformaciones anfipaticas inducidas por la interaccién con las
membranas, asociada a la presencia de residuos hidrofébicos [15]. Estas propiedades son
esenciales para establecer mecanismos de accion que disminuyan o incluso eliminen la
probabilidad que las bacterias y los hongos desarrollen resistencia. Por ejemplo, se ha
evidenciado una alta afinidad de los PAMs hacia los fosfolipidos de la membrana flngica
(fosfatidilserina y fosfatidiletanolamina), lo que sugiere una relacion distintiva entre
estructura y actividad. Por otro lado, los PAMs con actividad antiviral contra virus ADN y
ARN exhiben mecanismos como el ataque a la membrana del virus [16]. Asi mismo las

propiedades sefialadas previamente le permiten a los PAMs actuar sobre una amplia gama
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de grupos parasitarios y sus ciclos de vida, que conllevan a una enorme diferencia en la
expresion de proteinas y composicion de las membranas [17]. Respecto a la actividad
anticancerigena se ha establecido que los PAMs exhiben un amplio espectro de actividad
citotdxica contra células tumorales, ademas de una alta selectividad. Con respecto a dicha
actividad un factor determinante es la carga negativa de la membrana de las células
cancerosas, debido a la presencia de moléculas como la fosfatidilcolina, fosfatidilglicerol,
fosfatidiletanolamina o fosfatidilserina [18].

El disefio racional de péptidos derivados de PAMs es una herramienta valiosa para la
identificacion de secuencias promisorias con actividad antimicrobiana y anticancerigena
gue superen limitaciones como: degradacion proteolitica, actividad citotoxica y hemolitica,
e inestabilidad, para permitir su uso como farmacos [19]. Con el objetivo de superar dichas
limitaciones y mejorar la actividad biologica de los PAMs para potenciar su aplicacién como
agentes terapéuticos, existen diferentes estrategias como: i) incorporacion de aminoacidos
no naturales, ii) estructuras con restricciones conformacionales por la inclusién de puentes
disulfuro, iii) estructuras con presentacion mdaltiple del motivo activo, iv) estructuras
palindrémicas vy, v) sintesis de péptidos quiméricos que incluyan 2 o mas derivados de
PAMs. Los péptidos quiméricos son moléculas que no se producen de forma natural, sino
gue son sintetizadas artificialmente mediante la combinacién de secuencias de péptidos
de diferente naturaleza. En este sentido, la sintesis de quimeras peptidicas es una
estrategia que ha ganado relevancia, ya que a diferencia de otros métodos permite la
combinacién de moléculas que ejercen su actividad por diferentes mecanismos de accion,
por lo que pueden ejercer un mecanismo dual sobre los microorganismos [20]. El disefio
de quimeras es un proceso determinante, ya que tendra un impacto importante sobre la
actividad biolégica de la misma. El disefio de una quimera implica realizar una bldsqueda
de péptidos base que se dirjan a diferentes blancos terapéuticos o que desarrollen
diferentes mecanismos de accién, y puedan generar sinergismo. lgualmente, sera
fundamental establecer la clase de enlace que se encargara de unir los fragmentos
involucrados, ya que el enlace asegura que la unién no interfiera en la actividad de cada
fragmento. Las quimeras han mostrado actividad contra las bacterias, los hongos y las
células cancerigenas, como también disminucién de la citotoxicidad, y los efectos
secundarios mediante un aumento de la selectividad, potenciando la aplicacién terapéutica

de estas moléculas en los tratamientos contra el cancer [21].
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Alo largo de la historia ha resultado interesante la sintesis de péptidos a través de métodos
guimicos debido a sus atractivas propiedades biologicas, y a que la obtencién a partir de
fuentes naturales es dificil y costosa. Previo a que Merrifield propusiera la sintesis de
péptidos en fase solida (SPPS) en 1963, este procedimiento se realizaba por sintesis en
solucion, lo que implicaba procesos de purificacion largos y costosos. Aunque actualmente
los péptidos y proteinas pueden ser sintetizadas a través de métodos recombinantes
mediante la expresion de los péptidos en un sistema especifico, in vitro en donde es posible
la produccion en masa del péptido, o in vivo en donde hay una alta velocidad en la
produccion de péptidos, los investigadores en ocasiones prefieren el método SPPS, dadas
las ventajas que presenta: es un método econémico, de facil escalabilidad, que permite
manipular la secuencia con facilidad, incorporar moléculas de origen no peptidico, que
puede ser automatizado y tiene procesos de purificacion sencillos en comparacion al
método de sintesis en solucion, ademas de una notable disminucién del tiempo y mayor
simplicidad de las reacciones que las involucradas en el método recombinante [22].
Actualmente, es habitual realizar la combinacién del método recombinante y los métodos
de sintesis quimica para la produccion de péptidos ya que se pueden maximizar las

ventajas de dichos métodos [19].

Las estrategias mas populares dentro de la sintesis de péptidos en fase sélida son: Boc/Bzl
en donde el grupo ter-butiloxicarbonil (Boc) actia como protector del grupo a-amino y el
grupo bencilo (Bzl) protege las cadenas laterales de los aminoéacidos, y el posterior clivaje
del péptido requiere el uso de acido fluorhidrico HF, lo que ha llevado a que se descontinue
su aplicacién. Posteriormente se introdujo la sintesis de péptidos a través de la estrategia
Fmoc/tBu, en donde el grupo 9-fluorenilmetoxicarbonil (Fmoc) actia como protector del
grupo a-amino y el grupo ter-butilo protege las cadenas laterales de los aminoacidos [23].
Este método tiene varias ventajas: es econdmicamente viable, los reactivos utilizados son
menos peligrosos que en otras metodologias, se puede ejecutar a diversas escalas, tiene
altos rendimientos ya que todas las reacciones se llevan a cabo en un solo reactor, lo que
disminuye perdidas del producto, y es rapida dado que la eliminacion de excesos de los
reactivos se hace mediante filtracion y lavados, eliminando la necesidad de realizar

purificacion en cada uno de los pasos de la sintesis [24].



3.Péptidos antimicrobianos (PAMs)

La exposicion a diferentes especies patégenas que incluyen bacterias, hongos, virus o
pardsitos pone en riesgo la existencia de todas las formas de vida que se conocen. Ante
esta amenaza los diferentes organismos estan provistos de un sistema inmunitario innato
conservado evolutivamente que enfrenta a los patégenos [25]. Los PAMs son parte
esencial del sistema inmunitario, ya que constituyen la primera linea de defensa contra las
infecciones o alteraciones del sistema que puedan ser generadas por una variedad de
patdégenos [26]. En el caso de los humanos se ha determinado que los PAMs estan
presentes en la piel, el tracto urinario, respiratorio y gastrointestinal, las lagrimas, el sudor,
el semen, los jugos gastricos, la saliva, las secreciones nasales y la leche materna [27].

El primer PAM (gramicidina) fue descubierto por Dubos en 1939, al aislarlo a partir de la
bacteria Bacillus brevis y determinar su actividad antibacteriana contra BGP en ratones
que padecian infeccion por neumococos. Posteriormente se reportd que la gramicidina
también era eficaz en el tratamiento topico de heridas y Ulceras, y se convirtié en el primer
PAM comercializado en ser utilizado como antibiético [25]. En 1981, se descubrio el primer
PAM a-helicoidal, la cecropina, el cual fue aislado a partir de la hemolinfa de Hyalophora
cecropia (polilla de cecropia), y mostrd fuerte actividad antimicrobiana contra bacterias y
hongos [27]. Actualmente, han sido identificados alrededor de 2980 PAMs de origen natural
incluyendo especies como bacterias, plantas, animales y hongos (50% provenientes de
insectos). Segun lo reportado en la base de datos de PAMs en linea, se han descubierto y
sintetizado méas de 5700 PAMs [26].

La mayoria de los PAMs hacen parte de organismos eucariotas y se han desarrollado
durante la evolucion, por lo que son considerados como guia para el desarrollo de una
nueva generacion de compuestos antibacterianos, antivirales, antiparasitarios,

anticancerigenos y antifangicos. Algunos ejemplos de PAMs son: defensina A (hongos),
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cecropina A (insectos), melitina (veneno de abeja), magainina 2 (anfibios), taquiplesina 1
(cangrejos), a-defensina HNP-1 (humanos) [27]. Al sufrir una infeccién, un animal puede
liberar multiples PAMs con estructuras similares que actlan a través de diferentes
mecanismos para lograr un efecto sinérgico general. La expresion de los PAMs es inducida
por estimulos infecciosos o inflamatorios como citoquinas proinflamatorias, bacterias o
moléculas bacterianas, que inducen inmunidad innata. La eficacia de los PAMs al igual que
los compuestos antimicrobianos convencionales esta determinada por la dosis, la via de
aplicacion, la formulacion, el tejido diana y la microbiota del huésped. Se ha descrito la
influencia que tienen algunos parametros estructurales de los PAMs sobre la
permeabilidad de las membranas celulares y el consecuente efecto antimicrobiano y
hemolitico. Las principales caracteristicas que determinan la actividad y especificidad de
los PAMs son: longitud, carga, hidrofobicidad, anfipaticidad, angulo polar y la estructura
secundaria, por lo que un cambio menor en la estructura de los PAMs puede alterar su
actividad [26].

Los PAMs de origen natural tienen una longitud aproximada entre 5 y 50 residuos de
aminodcidos (AA). La longitud afecta la interaccién de los péptidos con las membranas, ya
gue la tendencia a formar estructuras secundarias como a-hélice y hoja B-plegada,
disminuye a medida que se reduce la longitud del péptido, lo que se asocia a una mayor
dificultad para estabilizar la estructura [28]. Por otro lado, en cuanto menor es el tamafio
de los PAMs se facilita su difusion rapida, lo cual es crucial para provocar una respuesta
de defensa inmediata contra los patdégenos. Asi mismo hay un mayor costo entrépico, por
AA durante el proceso de adsorcion, por lo que se espera que la unién a la membrana sea
menor al reducir la longitud del péptido, lo que conllevaria una disminucion de la lisis de la
membrana, como se ha observado previamente. En este sentido, es importante considerar
la sintesis de péptidos truncados, a partir de PAMs de mayor tamafio, que en algunos
casos incluso puede resultar en un potenciamiento de la actividad biolégica en el péptido
truncado [29].

Los PAMs anionicos tienen carga eléctrica neta negativa a pH neutro, debido al contenido
de AA acidos, como el acido aspartico (Asp) y el acido glutamico (Glu), mientras que los
PAMs catidnicos tienen carga eléctrica neta positiva por el contenido de AA basicos como
arginina (Arg) y lisina (Lys) [26]. En base a las interacciones electrostaticas que establecen

los PAMs fuertemente catidnicos con las membranas celulares, estos presentan mayor



Péptidos antimicrobianos (PAMS) 11

actividad que los PAMSs que son neutros o que tienen carga neta negativa. Se ha reportado
gue los PAMs son en mayor proporcion de caracter catiénico, con carga neta que oscila
entre +2 y +9 [30].

La hidrofobicidad indica la fraccién de AA hidrofébicos que hacen parte de la secuencia del
PAM vy, por lo general corresponde aproximadamente al 50%; lo cual es relevante en el
proceso de insercion de PAMs dentro de las bicapas lipidicas de la membrana y la
formacion de poros transmembranales capaces de destruir la membrana celular. Aunque
la adsorcion, la ruptura de la membrana y la actividad antimicrobiana pueden mejorar al
aumentar la carga positiva en el PAM, en condiciones fisiolégicas donde la fuerza iénica
es alta, los péptidos hidrofilicos y con valores de carga neta altos pierden gran parte de su
actividad litica en la membrana debido a las interacciones electrostaticas no especificas,
lo que se puede prevenir aumentando la hidrofobicidad [30]. No obstante, si la
hidrofobicidad de los péptidos es alta, se genera una disminucion de la selectividad de los
PAMs ya que atacan indiscriminadamente las células bacterianas y las células normales,

lo que denota que la hidrofobicidad es un factor relevante [29].

La anfipaticidad indica en qué medida los AA hidrofilicos y AA hidrofobicos estan
dispuestos a cada lado de la estructura de a-hélice, es expresada con el momento
hidrofobico que corresponde al vector de suma de los indices hidrofobicos, generalmente
orientado hacia el eje de la a-hélice. La mayoria de los PAMs no tienen una estructura
secundaria bien definida en medio acuoso, mientras que al ingresar a las membranas
celulares pueden asumir una estructura especifica [26]. La anfipaticidad esta
estrechamente relacionada con la atraccion electrostatica entre la cara polar cargada
positivamente de los péptidos y los componentes de la membrana cargados
negativamente, que produce la insercién de la cara no polar de los péptidos en la
membrana diana a través de interacciones hidrofébicas y de Van der Waals.
Paralelamente, la desestabilizacion de la hélice suele reducir la citotoxicidad de los PAMs,

lo que repercute en la reduccién o eliminacion de los efectos antimicrobianos [29].

El angulo polar de los PAMs se define como la proporcion relativa entre residuos polares
y no polares que hacen parte de la hélice. En ese sentido el angulo polar es mayor cuando
el numero de residuos hidrofébicos es mayor que el de los residuos hidrofilicos, y

viceversa, por lo que un angulo polar bajo se traduce en una mayor capacidad del péptido
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para interactuar con la membrana, mientras que el valor alto de angulo polar se relaciona
con una mayor capacidad del PAM para insertarse en la membrana y generar la formacion
de poros transmembranales. Adicionalmente se ha reportado que el angulo polar se
correlaciona con la estabilidad y la vida util de los poros transmembranales inducidos por
los PAMs [30].

La especificidad antimicrobiana de los PAMs hacia las células diana depende en gran
medida de la interaccién preferencial de los péptidos con las células microbianas, lo que
les permite atacar a las células objetivo sin afectar a las células normales, teniendo en
cuenta que existe diferencia en la composiciéon de lipidos entre las membranas celulares
procariotas y eucariotas (Tabla 3-1) es posible optimizar la selectividad de los PAMs
mediante la modificacion de su secuencia primaria. Por ejemplo, la hoja externa de las
membranas de los eritrocitos esta dominada por lipidos zwitteriénicos, incluidas la
esfingomielina y la fosfatidilcolina, por lo que esencialmente no tiene carga, mientras que

las membranas de las bacterias son ricas en lipidos anidnicos [29].

Tabla 3-1. Composicion de la membrana celular de eritrocitos, células bacterianas,

fungicas y cancerigenas [31] [32].

Célula Componentes de la membrana celular

Eucariotas Fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina,
fosfatidilinositol, esfingomielina, glicerofosfolipidos,
glucosaminoglicanos, colesterol, espectrinas, actina, anquirina,
sinaprinas, glicoforinas

BGP Fosfatidilglicerol, fosfatidiletanolamina, cardiolipina,
lisilfosfatidilglicerol, glucolipidos y acidos teicoicos y lipoteicoicos
BGN Fosfatidiletanolamina, fosfatidilglicerol, fosfatidilserina, porinas,

acido N-acetilmuramico, N-acetil glucosamina, cardiolipina,
lipopolisacaridos, y proteinas.

Hongo Quitina, quitosano, melanina, ricina, glicoproteinas, 3-1,6; 3-1,4;
B-1,3; 0-1,3 y a-1,4-glucanos.
Cancerigena Fosfatidilinositol, fosfatidilglicerol, fosfatidilserina,

fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina, glicolipidos, ceramidas,
esfingomielinas, cerebrosidos, gangliésidos y colesterol
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3.1 Clasificacion

3.1.1 Catelicidinas

La primera catelicidina, aislada en 1980 fue la cecropina, derivada a partir de tejidos de la
polilla Hyalophora cecropia tras un estudio de 10 afios sobre la inmunidad a los insectos.
La manganina, otro miembro de la familia de las catelicidinas, fue aislada en 1987 por
Zasloff a partir de la piel de la rana Xenopus leavis. La cecropina P1 porcina, aislada a
fines de la década de 1980, también se incluye en la familia de las catelicidinas. Hasta la
actualidad, se han identificado diferentes catelicidinas en: bovinos, bufalos, caballos,
cerdos, ovejas, cabras, ciervos, pollos y algunas especies de peces, mientras que solo se
han encontrado péptidos individuales en humanos, monos rhesus, ratones, ratas y

conejillos de Indias [33].

Las catelicidinas constituyen una importante familia de PAMs catidnicos, con miembros
distribuidos en diferentes especies de mamiferos [34]. Estos péptidos se almacenan como
formas inactivas en los granulos secretores de neutréfilos y macréfagos, y se expresan en
células no mieloides como las células epiteliales. La expresion de catelicidinas se modula
durante las infecciones y tiene una importancia clinica significativa [35]. Las catelicidinas
son péptidos anfipaticos y catiénicos que difieren en estructura y actividad, tienen longitud
de 12 a 97 AA y estan compuestos por dos dominios funcionales: un dominio similar a
catelina conservado en su extremo N-terminal y un dominio C-terminal variable [36]. El
dominio "catelina" tiene una homologia alta entre diferentes especies respecto a la
secuencia de AA de caracter basico, mientras que el dominio antimicrobiano ubicado en el
extremo C-terminal muestra gran diversidad [33]. Después de la ruptura proteolitica de la
preproteina en el dominio de catelina y catelicidinas, se libera la forma activa. Este proceso
enzimatico permite que se libere el péptido antimicrobiano con el grupo COOH en el C-
terminal. El PAM activo es un péptido lineal que puede asumir la conformacion a-helicoidal,
por lo que los PAMs con bajo contenido de a-hélice y estructura secundaria caética exhiben

actividades intermedias y bajas [37].

En los humanos, el gen de la catelicidina codifica el péptido LL-37 que contiene 37 AA
(LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES), es lineal, catiénico, anfipatico y a-

helicoidal, aunque adopta una conformacion de espiral en gran medida aleatoria en un
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entorno hidrofilico y una estructura a-helicoidal en un entorno hidrofébico. El péptido LL-
37 presenta actividad antimicrobiana a través de la unién a la membrana celular bacteriana
cargada negativamente y posterior penetracion, que induce a su ruptura; efectos
inmunomoduladores; ademas presenta actividad antiviral que incluye la inhibicién de la

sintesis de proteinas y del ARN viral, impidiendo la replicacion del virus [36].

3.1.2 Defensinas

Las defensinas forman parte de los primeros grupos de PAMs identificados en organismos
mamiferos. Las defensinas son péptidos antibacterianos que se encuentran en todos los
organismos vivos, de tamafo pequefio (3,5 - 6 kDa) y tienen entre 18 a 55 residuos. Las
defensinas humanas tienen entre de 29 a 35 AA, mientras que sus equivalentes vegetales
constan de 45 a 54 AA [34]. Se caracterizan por la presencia de seis cisteinas (Cys) y a
menudo adquieren la conformacion de laminas 8, que estan estabilizadas por tres enlaces
disulfuro. Las defensinas inducen respuestas inmunitarias y juegan un papel esencial en
la inmunidad innata en los reinos vegetal y animal. Las defensinas de los peces se
encontraron por primera vez en el pez cebra (Danio rerio), el pez globo de manchas verdes
(Tetraodon nigroviridis) y el pez globo tigre (Takifugu rubripes) a través de la extraccion de

genes [38].

Las defensinas se clasifican en tres subgrupos a, B y 8. Las a-defensinas tienen una
longitud de 29 a 35 AAy los tres puentes disulfuro se ubican entre los residuos 1-6, 2-4, y
3-5, lo que da como resultado que los péptidos formen una estructura de hoja 8 de triple
cadena con un bucle de horquilla que contiene moléculas cargadas cationicas. Las a-
defensinas se expresan como prepropéptidos que no tienen actividad antimicrobiana. La
region C-terminal del péptido es responsable de la actividad antimicrobiana [36]. En
humanos, se han aislado seis a-defensinas. Las B-defensinas se secretan en gran medida
en las células epiteliales de varios tejidos. Los puentes disulfuro que estabilizan la
estructura de lamina 3 de triple hebra se encuentran entre los residuos 1-5, 2-4, y 3-6. En
humanos, se han aislado 31 B-defensinas. La tercera clase de defensinas son las 6-
defensinas, que se aislaron por primera vez en leucocitos de macacos rhesus. La
estructura de las 6-defensinas se caracteriza por la confirmacion de la escalera de cisteina
ciclica que contiene un esqueleto peptidico ciclico interconectado por tres enlaces disulfuro

paralelos, los cuales se relacionan con su actividad antimicrobiana ya que permiten
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mantener estable la estructura, que a la vez implica un area superficial grande y flexibilidad
conformacional restringida, 1o que se relaciona con un aumento de la capacidad de unién
y selectividad [39].

3.1.3 Histatinas

Las histatinas son PAMs orales secretados por las glandulas salivales parétidas y
submandibulares del hombre y de algunos primates superiores, que estan relacionadas
con la inmunidad. Estos péptidos ricos en histidina (His) se describieron por primera vez a
inicios de la década de 1970 como péptidos que mejoran la actividad glucolitica de los
microorganismos, y en 1984 se reportd por primera vez su potente accion bactericida y
fungicida. Las histatinas corresponden a un grupo de 12 pequefios PAMs catiénicos ricos
en His, que varian de 7 a 38 AA de longitud, siendo los mas abundantes las histatinas 1, 3
y 5, que contienen 38, 32 y 24 AA, respectivamente, dentro de las que se considera que
las otras histatinas son derivados proteoliticos de las histatinas 1 y 3. Una caracteristica
de estos PAMs es que la secuencia de los primeros 22 AA de cada histatina es idéntica.
La caracterizacion de la estructura secundaria revel6 que la histatina 5 adopta una
estructura de espiral aleatoria en solventes acuosos y una estructura de hélice en solventes

no acuosos [40].

Las histatinas se unen a un receptor en la membrana de la célula fungica y entran al
citoplasma donde se dirigen a la mitocondria para detener los procesos de generacion
energética a nivel celular. Estos PAMs inducen la pérdida no litica de adenosin trifosfato
(ATP) de las células que respiran activamente, lo que puede conllevar a la muerte celular.
Ademas, se ha demostrado que interrumpen el ciclo celular y conducen a la generacién de
especies reactivas de oxigeno (ROS) [39]. Su mecanismo de accidn es distinto del exhibido
por los farmacos poliénicos y azoles convencionales, por lo que las histatinas pueden tener
aplicaciones en el control de infecciones fangicas resistentes a dichas clases de
antimicéticos. En este sentido, se ha reportado que la histatina 5 es capaz de atacar C.
albicans sin causar lisis de la membrana celular. Las histatinas también son capaces de
atacar esferoplastos (células osmoéticamente fragiles que retienen fragmentos de la pared
celular) de C. albicans. Por la capacidad de especificidad de esta clase de PAMs una vez
gue la histatina 5 cruza la membrana plasmatica, puede ser atraida a la mitocondria como

también a las presecuencias mitocondriales. Por lo anterior, se ha postulado que la
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cardiolipina (difosfatidilglicerol), un fosfolipido cargado negativamente en la membrana
mitocondrial, que atrae presecuencias mitocondriales, puede servir para atraer histatina 5
hacia la mitocondria. Una vez que la histatina se une a la mitocondria, parece inducir la

liberacion de ATP en el citoplasma [40].

3.1.4 Bacteriocinas

Estos péptidos son pequefios, heterblogos, y tienen la capacidad de matar a otras
microbiotas relacionadas (espectro estrecho) o no relacionadas (espectro amplio) como
una de las armas inherentes del sistema de defensa de las bacterias. Las bacteriocinas
son abundantes, tienen una gran diversidad y los genes codifican péptidos o proteinas
antimicrobianos biolégicamente activos, que son sintetizados ribosémicamente. Mas del
99% de las bacterias pueden producir al menos una bacteriocina, la mayoria de las cuales
no estan identificadas. La capacidad de matar de las bacteriocinas se considera una
estrategia exitosa para mantener la poblacién y reducir el nimero de competidores por

nutrientes y espacio vital en los ambientes [41].

Existe un amplio numero de bacteriocinas que se clasifican segin sus caracteristicas
bioguimicas y genéticas. Clase | — Lantibiéticos: péptidos termoestables pequefos (< 5
kDa) que actlan sobre la membrana; estos péptidos son modificados luego del proceso de
transduccién, lo que da como resultado la formaciéon de los AA tioeter caracteristicos
lantionina y metillantionina. Las bacteriocinas lantibiéticas se dividieron en dos subclases
en funciéon de las similitudes estructurales. La subclase la incluia péptidos relativamente
alargados, flexibles y cargados positivamente. Los péptidos de la subclase Ib son
caracteristicamente globulares, de estructura més rigida y tienen carga negativa [42].
Clase Il — No Lantibioticos: bacteriocinas de bajo peso molecular (<10 kDa), estables al
calor, que contienen AA naturales. Este grupo se dividié en tres subgrupos: Clase lla:
péptidos activos contra Listeria, cuyos representantes caracteristicos son pediocina PA-1
y sakacina P. Clase llIb: formadores de complejos compuestos por dos péptidos distintos,
gue tienen poca o ninguna actividad, pero son potenciados por la formacién del complejo.
Clase llc: Péptidos pequefios, estables al calor, que son transportados por péptidos lideres.
En esta subclase se encuentran Unicamente las bacteriocinas divergicina A y acidocina B.
Clase Il — Péptidos grandes, con peso molecular superior a 30 kDa. En esta clase estan

la acidofilicina A y las lactacinas A y B. La mayoria de las bacteriocinas de bajo peso
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molecular son altamente catiénicas a pH 7,0 [26]. La nisina, un lantibi6tico generalmente
producido por Lactococcus lactis subsp. lactis se utiliza como aditivo en los alimentos.
Todas las variantes de la nisina son activas contra BGP, como Listeria sp, Micrococcus sp

y contra bacterias esporulantes, como Bacillus sp y Clostridium sp [41].

3.2 Estructura secundaria de los PAMs

La clasificacion estructural se puede realizar de acuerdo con la estructura secundaria que
presentan los péptidos en solucién. La estructura secundaria se divide en tres clases: a-

hélice, hojas B-plegadas y las estructuras extendidas o vueltas (Figura 3-1).
Figura 3-1: Estructura secundaria de los PAMs. (a) a — hélice, (b) hoja B-plegada, (c)

estructuras extendidas o vueltas. Los residuos cargados se representan en color azul,

mientras que los residuos hidrofobicos en color rojo.

(a) (b)
)(‘

Fuente: [19]

3.2.1 a-Hélice

Segun la base de datos actualizada, la proporcion de péptidos a-helicoidales naturales es
la mayor entre los PAMs, y son derivados de diferentes especies, incluyendo insectos,
peces, anfibios, mamiferos y plantas. Esta estructura induce la segregacion de AA
hidrofilicos/cargados en el espacio a partir de los residuos hidrofobicos, lo que da como

resultado una estructura anfipética, que es clave para que los PAMs actlien sobre las
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membranas [42]. Las interacciones electrostiticas son el principal mecanismo
antimicrobiano de la mayoria de este tipo de PAMSs, en los que se incluyen la melitina, la
magainina y otras catelicidinas. Las a-hélices contienen gran cantidad de AA como la

alanina (Ala), leucina (Leu), arginina (Arg) y lisina (Lys) [43].

La estructura a — hélice, corresponde a un esqueleto polipeptidico que se enrolla alrededor
de un eje, por lo que los grupos laterales de los AA sobresalen hacia afuera del esqueleto
helicoidal. Una unidad se extiende por 0,54 nm a lo largo del eje y el nimero de AA
involucrados por vuelta son 3,6. El oxigeno de un grupo carbonilo del enlace peptidico esta
formando un puente de hidrogeno intramolecular con el hidrogeno del grupo amino del
enlace peptidico del cuarto residuo en direccion al extremo C-terminal. Estos puentes de
hidrogeno estabilizan la estructura y estan orientados en forma paralela al eje [44]. Cuando
el péptido interactia con la membrana y se genera el plegamiento de la estructura
peptidica, su cara hidrofilica se une a la membrana, mediante la formacién de enlaces de
puentes hidrogeno, mientras que la cara hidrofébica interactiia con la bicapa lipidica al

interior de las membranas [45].

Para investigar la relacion estructura - actividad de los PAMs a-helicoidales anfipaticos, se
disefi6 una serie de PAMs cortos con anfipaticidad imperfecta que se generaron al
reemplazar los residuos de Lys que estan emparejados en la cara polar por triptéfano (Trp)
a lo largo de la region anfipatica N-terminal de PMAP- 36. Se determiné que la interrupcién
de la anfipaticidad aumenté la actividad antimicrobiana con bajo efecto hemolitico, lo cual
es concordante, teniendo en cuenta que, si bien la estructura helicoidal de los PAMs afecta
significativamente la potencia antimicrobiana, también se asocia con la actividad hemolitica

y toxicidad para las células de mamiferos [39].

3.2.2 Hojas B-plegadas

Las hojas B son otra estructura secundaria principal de los PAMs, dentro de la que se
incluyen la estructura lamina B-plegada, que incluye hebras-f y laminas-f. Las hebras-f3
son porciones de la cadena polipeptidica que estan plenamente extendidas, y algunas
hebras-f constituyen hojas-. La mayoria de estos PAMs se clasifican como defensinas, y
el puente disulfuro actia como un estabilizador estructural crucial para las defensinas,

aunqgue estos enlaces covalentes no estan directamente asociados con la actividad
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antimicrobiana. En solucion acuosa, la mayoria de los péptidos con estructura hoja
cambian su conformacion de no estructurados a estructuras de hoja 3. Las hojas-B estan
estabilizadas por puentes de hidrégeno intercatenarios formados entre el oxigeno del
grupo carbonilo del enlace peptidico y el hidrégeno del grupo amino del enlace peptidico
de cadenas adyacentes. Los puentes de hidrégeno son casi perpendiculares a las cadenas
polipeptidicas, y las hebras pueden ser paralelas o antiparalelas [19]. La mayoria de estos
PAMs tienen de 2 a 10 residuos de Cys que forman de 1 a 5 puentes disulfuro que
establecen restricciones conformacionales para estabilizar la conformacion bioactiva para
atravesar la membrana [46]. Aumentar el nUmero de residuos de carga positiva, o cambiar
Su posicion en la secuencia puede afectar la estructura secundaria, lo que se traducira en
una variacion de la actividad antibacteriana. Dentro de esta categoria se incluyen PAMs
como lataquiplesina, la protegrina 1 (PG-1) y la polifemusina-1 del cangrejo herradura [47].

Dificilmente los péptidos cortos pueden formar estructuras 8 robustas, teniendo en cuenta
gue es necesario: (i) carga neta positiva que permite las interacciones peptidicas con
membranas de bacterias cargadas negativamente; (ii) residuos hidrofébicos que
proporcionen anclajes lipofilicos y finalmente induzcan la ruptura de la membrana, v (iii) la
disposicién de los residuos de AA para formar estructuras anfipaticas. Se ha investigado
la potencia de los péptidos disefiados contra bacterias patdgenas y la relacién entre la
longitud de la hebra y la actividad de los péptidos, determinando que los péptidos de mayor
longitud presentaban mayor toxicidad para las células de mamifero. Los péptidos que
contenian el residuo isoleucina (lle) tenian mas probabilidades de formar estructura de hoja
B y exhibir mayor selectividad por las membranas microbianas. Este grupo de péptidos

suele ser rico en Leu, Ala, glicina (Gly) y Lys [19].

3.2.3 Estructuras extendidas

Los péptidos con estructuras extendidas o vueltas carecen de estructuras definidas, y
corresponden a la conexion de AA por enlaces de longitud fija y direcciones aleatorias, son
péptidos ricos en Trp, prolina (Pro) o Gly, suelen exhibir estructura lineal, en lugar de
estructuras secundarias tipicas. Por lo tanto, los péptidos extendidos se pueden dividir en
péptidos ricos en Pro y Gly. Los péptidos extendidos ricos en Pro tienen entre 15 y 39
residuos, y se aislan de mamiferos como por ejemplo la indolicidina, y de insectos como

las apidaecinas [48]. En general, la mayoria de los péptidos ricos en Pro de cadena corta
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exhiben una potente actividad contra las BGN, mientras que mantienen una actividad
antimicrobiana baja contra las BGP, se sugiere que estos patdbgenos contienen proteasas
extracelulares que pueden degradar los péptidos ricos en Pro. Varios antimicrobianos ricos
en Gly se han aislado a partir de diversas especies de insectos y por lo general su tamafio

varia de 8 kDa (holotricina) a 30 kDa (sarcotoxina II) [19].

3.3 Actividad biologica de los PAMs

3.3.1 Actividad antibacteriana

La actividad antibacteriana es una de las funciones mas bésicas de los PAMs y por ello
una gama amplia de PAMs exhiben actividad frente a BGP y BGN, por ejemplo, la melitina,
buforina Il, lactoferricina humana y bovina, nisina, las magaininas, las cecropinas y LL37,
entre otros [18]. Si bien la mayoria de las bacterias cohabitan con las células humanas sin
causar ningun dafio, ni interrupcion, algunas cepas de patdgenos infecciosos comunes que
podrian causar enfermedades son S. aureus, K. pneumoniae, Escherichia coli y P.
aeruginosa, las cuales estan asociadas a infecciones de la piel, infecciones respiratorias y
otras enfermedades importantes. En algunos casos, estas infecciones pueden provocar
enfermedades potencialmente mortales, como neumonia, meningitis, sindrome de shock

toxico y bacteriemia [49].

A pesar de las diferencias en la composicién de la membrana, los fosfolipidos, el nucleo
del lipido A de los lipopolisacéaridos de las BGN vy los &cidos teicoico y teicurénico de las
BGP son de naturaleza anionica, lo que favorece las interacciones electrostaticas con los
PAMs cationicos. En este sentido, la estructura tiene influencia en la actividad
antibacteriana de los PAMs, ya que se ha sugerido que los péptidos adquieren
conformaciones que les permiten interactuar con la membrana [50]. Los PAMs como
magainina, ingresan a las células a través de un mecanismo de penetracion celular directo
independiente de la energia. Sin embargo, la mayoria de los PAMs naturales no muestran
actividad antibacteriana eficiente, por lo que es necesario potenciar su actividad, antes de

gue puedan usarse como tratamientos [48].

En la tabla 3-2 se incluyen resultados de actividad antibacteriana frente a BGP y BGN de

los péptidos buforina | y Il, lactoferricina bovina, melitina y algunos de sus derivados. El
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péptido Buforina | (39 AA) fue aislado en 1966 por Park y colaboradores a partir del tejido
del estdbmago del sapo asiatico Bufo bufo gargarizans, que para la época era utilizado como
agente curativo de heridas en la medicina tradicional coreana [47]. Después del tratamiento
con endoproteinasa Lys- C de Buforina I, se obtuvo un péptido de 21 AA (Buforina Il), que
presento el doble de actividad antibacteriana respecto a Buforina | en bacterias como
Bacillus subtilis, S. aureus, E. coli, Pseudomonas putida, entre otros [49]. Este péptido ha
llamado la atencion debido al rol que juega dentro de los sistemas de defensa, para los
cuales se ha propuesto que las buforinas se translocan en la membrana celular del
patdgeno y posteriormente se unen a los acidos nucleicos para inhibir la sintesis de
proteinas que son necesarias para el desarrollo de los ciclos celulares y la sintesis de la
membrana celular, sin que se produzca permeabilizacion de la membrana. Es importante
destacar el rol del residuo Prol1, que induce una torcedura en la a-hélice de buforina ll, la
cual es una caracteristica estructural clave para la propiedad de penetracion celular de
buforina Il [51].

El péptido lactoferricina bovina (LfcinB) es un PAM de 25 residuos
(FKCRRWQWRMKKLGAPSITCVRRAF) que se libera de la regién N-terminal de la
lactoferrina bovina (LFB) tras la digestién con pepsina en el tracto gastrointestinal [52] [53].
De manera similar a otros PAMs el mecanismo de accién sugerido para LfcinB consiste en
una interaccion inicial de naturaleza electrostatica entre las cadenas laterales de AA
cargadas positivamente Arg y Lys, y las cargas negativas de las moléculas de la superficie
de la pared bacteriana, y luego una segunda interaccidn entre las cadenas laterales de los
residuos hidrofébicos como Trp y la bicapa lipidica, lo que lleva a la desestabilizacion de
la membrana y la posterior lisis celular [54]. En la tabla 3-2 se incluyeron los péptidos Lfc1,
Lfc2, Lfc6, Lfc7, Lfc9, cuyo disefio se basa en la secuencia RRWQWR, que ha sido referida
como el motivo minimo antimicrobiano de la LfcinB. Las modificaciones realizadas incluyen
la acetilacién y/o amidacion de los extremos Ny C terminal respectivamente, con el objetivo
de evaluar como la neutralizacién de las cargas de los extremos influye en la actividad
biologica de los PAMs. En general se concluy6 que las modificaciones tienen un efecto
positivo sobre la actividad antibacteriana, y en especial para el caso de las BGP la actividad
aumento entre cuatro y seis veces, lo que se relaciona con la mayor susceptibilidad que
presentan respecto a las BGN [55]. El péptido Lfc7 que contiene 11 AA mostré un aumento
de la actividad frente a las bacterias evaluadas, lo que se asocia con un mayor nimero de

residuos cargados positivamente e hidrofobicos respecto a los péptidos de 6 AA.
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Adicionalmente, los péptidos Lfc6 y Lfc9 que estan ciclados mediante la formacion de
puentes disulfuro exhibieron un aumento de la actividad antibacteriana, dada la
maximizacion de la carga neta por la amidacion del extremo C-terminal. De otro lado, para
E. coli, la secuencia palindrdmica RWQWRWQWR exhibié mayor actividad antibacteriana
qgue la mostrada por el péptido LfcinB, se debe tener en cuenta que la secuencia contiene
el motivo WQW, flanqueado por residuos de Arg, que confieren caracteristicas anfipaticas.
Al introducir un residuo de (-alanina en el extremo N-terminal, la actividad antibacteriana
se redujo, probablemente por la disminucién de la densidad de carga positiva en el extremo
N-terminal [56]. La evaluacion de la actividad antibacteriana del péptido LfcinB (20-25)
frente a E. coli y S. aureus exhibié que los valores de CMI y CMB eran superiores a 200
WM. Mientras que la actividad antibacteriana de esta secuencia aumento significativamente
cuando se evalud la forma tetramérica (LfcinB 20—25),. También se determiné que el
péptido LfcinB (17-25) exhibié mayor actividad contra E. coli que el péptido LfcinB (17—
31), lo que indica que LfcinB (17-25) es una secuencia que puede exhibir actividad

antibacteriana contra diferentes cepas de E. coli [54].

La Melitina es un PAM gue proviene del veneno de la abeja europea Apis mellifera y fue
aislado por primera vez en 1952 a través de un ensayo electroforético. Este veneno es un
liquido amargo e incoloro, soluble en agua, e insoluble en alcohol, con pH de 4,5 - 5,5 [57].
El veneno esta compuesto entre 50% - 70% de su peso seco por péptidos, principalmente
Melitina. El porcentaje restante incluye enzimas, compuestos volatiles, minerales,
azlcares y aminas. El veneno ha sido utilizado desde el 4000 A.C. en Egipto, Grecia y
gran parte de la region asiatica, por sus propiedades antiinflamatorias y su uso como

agente anticonceptivo [58].

De acuerdo con la tabla 3-2 la CMI de melitina y sus analogos frente a BGP (S. aureus y
Bacillus subtilis) y BGN (E. coli), mostraron que todos los péptidos tenian mejor actividad
frente a las BGP que frente a las BGN. Al evaluar el efecto del reemplazo de un AA
hidrofébico como Leu y uno polar como serina (Ser) en la secuencia Melitina (12-26) se
determiné que la actividad antimicrobiana aumentdé, a medida que aumentd la
hidrofobicidad en cualquier posicion, excepto las posiciones 3 y 7 contra B. subtilis.
Mientras que se observo el efecto contrario al realizar el reemplazo de las posiciones 5y
9 por Ser, lo que permite concluir que el reemplazo de AA hidrofébicos en este tipo de

secuencias tiene un efecto positivo en la actividad de los PAMs [59] [60].
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Tabla 3-2 Actividad antibacteriana de buforina, lactoferricina bovina, melitina y
derivados.
o . . CMI CMB Método de
Péptido Secuencia Bacteria (M) (M) obtencion Ref.
B. subitilis 1,0
Buforina | | AGRGKQGGKVRAKAKTRSSRAGLQFP S.aureus | 1,0
VGRVHRLLRKGNY E. coli 2.0
P. putida 1,0
B. subtilis 1,0
) S. aureus 15
Buforina Il TRSSRAGLQFPVGRVHRLLRK N.R. SPPS [53]
E. coli 1,5
P. putida 1,0
B. subtilis 2,0
S. aureus 2,0
Histonina RAGLQFPVGKLLKKLLKRLKR
E. coli 2,0
P. putida 2,0
B. subtilis 7,5
Lfcl RRWQWR S. aureus 30
E. coli 60
N.R.
B. subitilis 1,9
Lfc2 RRWQWR-NH:2 S. aureus 15
E. coli 15
B. subtilis 0,9
Lfc6 CRRWQWRC-NH:2 S. aureus 3,8 SPPS [55]
E. coli 15
B. subitilis 0,9
Lfc7 RRWQWRMKKLG S. aureus N.R. 7,5
E.coli 15,0
B. subtilis <0,45
Lfc9 CRRWQWRMKKLGC-NH:2 S. aureus <0,45
E. coli 1,90
; i E. coli 101,5 | 101,5
Lfcw;lz%3 (20 RRWOWR
) E. faecalis | 202,9 | 202,9
SPPS — [56]
LfcinB (20- E.coli | 946 | 189,1 | Fmoc/iBu
25) - BA RRWQWR BA
E. faecalis | 189,1 | 189,1
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LfcinB (21- RWOWRWOWR E. coli 26,9 33,7
25) pal E.faecalis | 26,9 | 33,7
_Lfci E. coli 64,2 64,2
ﬁzAl "2“;'”5 A RWQWRWQWR
(21-25) pa E.faecalis | 32,1 | 32,1
: ) E. coli 100 | 200,0
Lfc'g% 17 FKCRRWQWRM
S. aureus 200 200,0
; _ E. coli 100 100,0
Lfc'g‘g 17 FKCRRWQWR
S. aureus >200 | >200 SPPS — [54]
54
LicinB 20- RRWOWR E. coli >200 | >200 | Fmoc/tBu
25 S.aureus | >200 | >200
: ] E. coli 6,25 | 12,5
('-fcgéB 20- | RRWOQWRRRWQWRRWQWRRRWOWR
)4 S. aureus 25 25,0
E. coli 6 ;
Melitina GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ N.R Método [59]
P. 24 % | recombinante
aeruginosa
S_ aureus 0,25 EXtraCCién del
Melitina GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ veneno de
E. coli 4,0 abeja
_ S. aureus 0,6
Me'(ﬁf 26) LLPALISWIKRKRQQ
E. coli 38,0
_ S. aureus 0,7
Me'(&g 26) GLLALISWIKRKRQQ
E. coli 39,1
_ S. aureus 0,7
Me'(&i 26) GLPLLISWIKRKRQQ N.R. [60]
E. coli 41,8
SPPS —
; S. aureus 0,8 Boc/Bzl
Mel(12-26) GLPALILWIKRKRQQ
L7 E. coli 44,9
R S. aureus 141,4
Me'(slé 26) GLPASISWIKRKRQQ
E. coli >141
S. aureus 53,3
Me'(slg'ze) GLPALISWSKRKRQQ
E. coli >53

CMI: Concentracion minima inhibitoria. CMB: Concentracion minima bactericida. N.R.:No reportado

3.3.2 Actividad antifungica

Hasta la fecha, se han identificado mas de 70000 hongos y se estima que 399 de ellos

amenazan la salud humana. Si bien hay medicamentos que son activos contra los hongos,

actlan sobre pocos objetivos moleculares especificos por lo que las cepas resistentes

pueden reducir la eficacia, en ciertos casos [19]. Los péptidos antifiingicos son una
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subclase de PAMs que abordan las infecciones fungicas resistentes a los medicamentos.
La actividad antifingica de los péptidos se ejerce a través de la permeabilizacion de la
membrana, posteriormente, algunos péptidos antifingicos pueden interactuar con el ADN
y detener el ciclo celular durante la fase S. Ademas, la induccién de la apoptosis en los
hongos a través de la produccion de ROS es otro mecanismo importante para algunos
péptidos antifingicos. También, se ha observado que algunos PAMs se unen a un receptor
en la membrana celular, por lo que interfieren con la sintesis de la pared celular o de
componentes celulares esenciales, o que eventualmente mata a los hongos. Los péptidos
gue muestran actividad antifungica tienden a ser relativamente ricos en AA polares y
neutros, lo que sugiere una relacion estructura-actividad Gnica. Muchos PAMs han
mostrado excelentes actividades antifungicas contra hongos patégenos comunes, como
Aspergillus y C. albicans, levaduras y hongos filamentosos, entre otros [61].

Mas del 90 % de las infecciones invasivas son causadas por C. albicans, C. glabrata, C.
tropicalis, C. krusei y C. auris. En la tabla 3-3 se incluyen los resultados obtenidos en la
evaluacién de la actividad antimicética del péptido palindromico LfcinB (21-25)pa contra las
cepas ATCC de Candida. Se observé que el péptido palindrémico exhibié actividad
antifingica contra todas las cepas evaluadas y exhibié la mayor actividad antifingica
contra C. tropicalis 1369 y C. krusei 6258, con valores de CMI y CMF de 34 uM, y menor
actividad frente a C. albicans 5314 y C. glabrata 2001 (CMI/CMF: 67 pM). Ademas,
previamente se informé que el péptido exhibié una baja toxicidad contra los eritrocitos, las
células de fibroblastos jévenes y las células del eséfago epitelial en las concentraciones

evaluadas, lo que aumenta la factibilidad de obtener una molécula terapéutica [62].

Los péptidos derivados de LfcinB se han utilizado para estudiar el papel de los AA en la
actividad antifangica y su modo de accién durante la actividad antifingica sobre S.
cerevisiae, F. oxysporum, entre otros hongos. Tras la aplicacion del péptido LfcinB (17-31)
se observo inhibicién del crecimiento radial en muestras que habian sido tratadas en un
rango de concentraciones entre 4 y 32 uM, mientras que en la evaluacion de LfcinB (20-
25) se obtuvieron valores mas altos de CMI, evidenciando menor actividad. Se debe tener
en cuenta que LfcinB(20-25) presento menor actividad antibacteriana que LfcinB.
Adicionalmente, LfcinB (17-31) no exhibi6 actividad fungicida para las esporas, incluso a
las altas concentraciones evaluadas y después de largos periodos de exposicion. Por lo

anterior se propuso que el principal modo de accion de estos péptidos procede a través de



26 Péptidos antimicrobianos (PAMS)

la interaccion del micelio y los componentes de la membrana, que finalmente conllevan a
la inhibicion del alargamiento de las hifas, alteraciones morfologicas y la permeacion de la

membrana [63].

Se ha reportado que la melitina puede obstaculizar el crecimiento in vitro de Aspergillus
flavus a través de la permeabilizacion de la membrana plasmatica fungica, la induccién de
cambios morfoldgicos y la inhibicion de la sintesis de la quitina, que es esencial para el
crecimiento de los hongos. Adicionalmente, se reportd que la exposicion a la melitina
resultd en la acumulacion de ROS en la germinacion de conidios de A. flavus [62]. De
acuerdo con los resultados de la tabla 2-3 no se determind actividad de melitina contra
cepas clinicas de C. albicans, mientras que para la cepa C. albicans ATCC 14053 el valor
de CMI fue de 4 pM. Se propone que la actividad inhibitoria de la melitina sobre el
crecimiento de Fusarium spp. procede por la obstaculizacion de la germinacion de conidios
y el crecimiento de hifas tanto de Fusarium oxysporum KCTC 6076 como de Fusarium
solani KCTC 6326. Previamente, se demostré actividad inhibidora de la melitina contra una
cepa de referencia de S. cerevisiae KCTC 7296 con un valor CMI de 6,25 uM. Se han
reportado los efectos supresores de la melitina dependientes de la dosis sobre el

crecimiento de multiples cepas de S. cerevisiae [63].

Se ha propuesto que el aumento en la actividad antimicrobiana se correlaciona
estrechamente con un aumento en la estructura secundaria a-helicoidal. Por ello se evalué
la influencia del contenido de a-hélice de los analogos de buforina Il truncados en los
extremos N-terminal y C-terminal: cuanto mayor el contenido de a-hélice de los analogos,
mas fuerte fue la actividad antimicrobiana. La estructura aleatoria N-terminal (residuos 1 a
4) de la buforina Il no contribuy6 a su actividad antimicrobiana. Incluso, la eliminacién de
la estructura aleatoria de la buforina Il aumento la actividad antibacteriana en el doble.
Igualmente se debe tener en cuenta que la buforina Il no induce la ruptura de la membrana
ni la inversion de lipidos en la translocacion de la membrana artificial. La pérdida de
actividad antifingica de los péptidos Buforina (7-21), (8-21) y (10-21) se relacioné con la
disminucion del contenido a-helicoidal en estas estructuras, teniendo en cuenta que una

de las a-hélices que componen la estructura, se encuentras entre los residuos 5 a 10 [47].
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Tabla 3-3: Actividad antifangica de buforina Il, lactoferricina bovina, melitina vy

derivados.

L . CMI | CMF Método de
Péptido Secuencia Hongo ©M) | (M) obtencion Ref.
C. albicans
SC5314 67,0 | 67,0
C. galabrata
. 67,0 | 67,0
LfcinB (21- RWQWRWQWR ATCC 2001 SPPS [62]
25)pal C. tropicalis 340 | 340
ATCC 1369 ' '
C. krusei
ATCC 6258 34,0 | 34,0
A. nidulans biA1 | 8,0
LfcinB (20- F. oxysporum 16,0
RRWQWR —
25) S. cerevisiae ~48
FY1679
B.cinérea#g | 160
N.R. N.R. [63]
A. nidulans biAl1 | 4,0
: ) F. oxysporum 8,0
LicinB (17 FKCRRWQWRMKKLGA _
31) S. cerevisiae 320
FY1679 '
B. cinérea #8 16,0
C. albicans
kcTc 7270 | 728
Cgéale/ﬁirc])%l >128
- SPPS — Fmoc | [64]
C. albicans
>128
CACRM14007
C. albicans
CACRM140020 >128
o Aspergillus
Melitina GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ flavus KCTC 1,25 | N.R.
C. albicans 40
ATCC 14053 '
Fusarium solani SPPS —
KCTC 6326 | +8 Fmoc/Bu | 09
Malassezia >20
restricta KCTC
S. cerevisiae
KCTC 7296 6,25
C. albicans 1,0
Buforina Il TRSSRAGLQFPVGRVHRLLRK
S. cerevisiae 1,0
. C. albicans 0,5 _
B(usf_oz”lr;a RAGLQFPVGRVHRLLRK N.R. Fsr: O'Z/StBu [47]
S. cerevisiae 0,5
. C. albicans 4.5
B(“;_Oz”l';a GLQFPVGRVHRLLRK
S. cerevisiae 4.5
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. C. albicans 18,6
B“foz”lna 8- LQFPVGRVHRLLRK
S. cerevisiae 18,6
. C. albicans 21,6
'?%‘_’gg" FPVGRVHRLLRK
S. cerevisiae 43,3
. C. albicans 48,0
'%ﬂogg)a PVGRVHRLLRK
S. cerevisiae 96,2
. C. albicans >133
B(ulf_olr'?r;a TRSSRAGLQFPVGRVHR SER
S. cerevisiae
: C. albicans 34,1
B(‘g_ozrg;a RAGLQFPVGRVHRLLR
S. cerevisiae 68,3

CMI: Concentracion minima inhibitoria. CMF: Concentracién minima fungicida. N.R.:No reportado

3.3.3 Actividad antiviral

Algunas de las infecciones virales mas relevantes son el COVID-19 que ha tenido una
repercusion importante sobre la mortalidad, la economia y aspectos sociales alrededor del
mundo, y el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) que representa una amenaza a largo
plazo para la especie humana, teniendo en cuenta su prevalencia en la poblacion joven, y
la dificultad para desarrollar farmacos que eviten la reproduccién del virus. Muchos PAMs
han demostrado la capacidad de inhibir un amplio espectro de infecciones virales, incluidas
las causadas por virus de ARN y ADN envueltos y echovirus (Tabla 3-4). Los péptidos
antivirales muestran efecto letal en los virus, generado por la inhibicién de la unién del virus
a la célula blanco evitando la fusidon de la membrana celular del virus, la destrucciéon de la
envoltura del virus o la inhibicion de la replicacion del virus. Los ejemplos mas importantes
de estos péptidos son las defensinas (incluyendo a y B defensinas, que presentan
diferentes mecanismos), LL-37, melitina, gramicidina D, magainina 2, dermaseptin-S1,
dermaseptina-S4, y el péptido antiviral Fuzeon™ (enfuvirtide) se han comercializado como
un farmaco contra el VIH [61]. Se ha propuesto que la presencia de residuos hidréfobos y
cargados positivamente es critica pero no suficiente para la actividad antiviral, y mas bien

se relaciona con las diferentes conformaciones adoptadas por los PAMs [66].

La familia Arenaviridae abarca virus envueltos con dos moléculas de ARN ambisentido
monocatenario, y generalmente se asocia con infecciones transmitidas por roedores en

seres humanos. Se ha reportado que la melitina paraliza la multiplicacion del virus Junin in
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vitro en rangos de concentracién no téxicos (0.5-3 uM), mientras que la concentracion de
melitina necesaria para disminuir la produccién de virus en un 50 %, conocida como ECsy,
fue de 0,86 uM y la concentracion de melitina necesaria para reducir la viabilidad celular
en un 50 % (CCs) fue de 8,51 uM. Se evaluaron los efectos antivirales de la melitina contra
el enterovirus 71 (EV-71). Como se muestra en la Tabla 3-4, la ECso y CCso de melitina
para EV-71fueron 0,27 y 1,53 uM, respectivamente, lo que confirmo los efectos inhibidores
de la melitina en la replicacion de EV-71. También, se ha evaluado la actividad antiviral de
melitina frente a los retrovirus. Los retrovirus son virus envueltos con dos copias de ARN
de sentido positivo que utilizan su propia transcriptasa inversa para generar ADN a partir
de su genoma de ARN. El VIH, se clasifica en el género Lentivirus dentro de la familia
Retroviridae. En este contexto, se evidencié una reducciéon completa de particulas virales
en sobrenadantes de células infectadas por VIH-1 tras la aplicacién de melitina a una
concentracion no citotdxica de 2,4 uM. Ademas, los datos correspondientes a los derivados
truncados de la melitina sugieren que tanto la parte anfipatica a-hélice (residuos 1-20)
como los AA cationicos en el extremo C-terminal de la melitina son responsables de la
actividad contra el VIH1, mediante el deterioro intracelular de la produccién de proteinas
virales. Uno de los virus de herpes gue infecta a los humanos son los virus del herpes
simple HSV-1y el HSV-2. Se reportd que la melitina es capaz de obstruir la unién del HSV-
1 a las células Vero de forma dependiente de la dosis dificultando la penetracién del HSV-
1 en las células. Se determindé que una concentracién de 3 uM de melitina reduce la
infectividad in vitro de HSV-1 y HSV-2 en un 80 % [67].

LfcinB y la lactoferricina humana han presentado actividad contra el virus del herpes simple
HSV-1y HSV-2, por lo que se determinaron las ECso, que correspondian a 14,6 uMy 12,3
MM, respectivamente. Se demostr6é que la LfcinB tiene actividad antiviral contra HSV-1 y
HSV-2, con una alta potencia, asociada a su carga neta positiva que es de +6 a pH 7,0. En
este sentido se ha propuesto que LfcinB ejerce actividad antiviral mediante la inhibicion de
las primeras fases en la infeccién por HSV [68]. Se disefiaron derivados de LfcinB y se
evalud su actividad antiviral contra HSV-1 y HSV-2. Los resultados permiten establecer
gue todos los péptidos que inhibieron la infeccion por HSV se unieron a sulfato de heparan
(HS) con alta afinidad. Cabe esperar que la carga positiva neta de los péptidos sea critica
para la afinidad por el HS, dada la alta carga negativa que tiene el HS, debido a la presencia
de numerosos grupos sulfato. En este sentido, el péptido LfcinB2 que tiene alta carga neta

positiva mostré6 mayor afinidad por HS, mientras que el péptido lineal LfcinB7, que es de
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menor tamafo respecto a LfcinB2 mostré menor actividad antiviral para HSV-1 y mayor
actividad para HSV-2. Lo anterior sugiere que la distribucion de AA no solo es importante
en la estructura primaria, sino también que su posicion espacial en una estructura
secundaria es importante para la afinidad por HS y la actividad antiviral. Se ha planteado
gue existe una afinidad diferencial por HSV-1 y HSV-2, lo que se puede visualizar en los
analogos evaluados. Por ejemplo, el péptido LfcinB2 mostrd una actividad antiviral nueve
veces menor contra HSV-2 que contra HSV-1 [69].

El PAM LL-37 ha exhibido actividad antiviral frente a virus envueltos, como el virus de la
varicela zoster, VIH, virus vaccinia, HSV-1, virus respiratorio sincitial (RSV) e influenza A,
y virus no envueltos, como el adenovirus. En este estudio LL-37 mostr6 una excelente
actividad antiviral, alcanzando el 90% de inhibicién cuando se probo por primera vez contra
el virus HSV [70]. Por otro lado, las magaininas | y Il, produjeron una inhibicién dependiente
de la dosis en HSV-1 y HSV-2 con valores de ECsp similares para ambos virus. Aunque la
actividad antiviral de varios derivados sintéticos de magainina contra HSV-1 se ha atribuido
a su accion virucida, no se detecté ningun efecto inactivador directo para los péptidos
helicoidales probados. Se informé que magainina Il no reduce la infectividad de las
poblaciones de HSV-1 libres de células [71]. La cecropina A puede inhibir la produccién de
VIH-1 asociada a las células mediante la supresion de la expresion génica del VIH-1. La
produccién de virus infecciosos libres de células se inhibié de manera dependiente de la

dosis, con valores de ID50 en el rango de 2 a 3 uM [72].

Tabla 3-4:  Actividad antiviral de lactoferricina bovina, melitina y otros PAMs.

Péptido Secuencia Virus (Eu(i/lsg %ui/ls; '\élsttggagf Ref.
Junin virus / 086 | 851
Vero ' '
EV-71/HelLa | 0,27 1,53
VIH-1 2 40
Melitina | GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ [-NLHX)/VK2 N.R. | Metodo [67]
VIH-1 360 recombinante
(NLYU2)/VK2 '
HSV-1 (F)/ 1.35 851
Vero ' '
HSV-2 (G) / 205 | 851
Vero ' '
LfcinB FKCRRWQWRMKK nSVE | R N.R [68]
LGAPSITCVRRAF HSV-2 12,30




Péptidos antimicrobianos (PAMS) 31

tcing2 FKCRRWQWRMKK HSV-1 | 13,50
LRAPSITCVRRAF Hsv2 | 122.20
Hsv-1 | O30
LfcinB4 | KCRRWQWRMKKLGAPSITCVRRA N.R. N.R. [66]
HSV-2 207,30
HSV-1 74,90
LfcinB7 FKCRRWQWRMKKLGA
HSV-2 67,20
LLGDFFRKSKEKIGKEFK
LL-37 RIVORIKDFLRNLVPRTES HSV N-R. | 556 SPPS [70]
Cecropina KWKLFKKIEKVGQNIRDG )
A IIKAGPAVAVVGOATOIAK HSV 23 | NR. N-R. [72]
- HSV-1 36,60 | >100
Mag"’l“”'”a GIGKFLHSAGKFGKAFVGEIMKS
HSV-2 33,20 [>100 | y1et0do -
Magainina HSV-1 22.20 | >100 recombinante
92 GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMNS
HSV-2 19,80 | >100

ECso: Concentracion efectiva maxima al 50%. CCso: Concentracion inhibitoria maxima al 50%. N.R.:No

reportado

3.3.4 Actividad anticancerigena

Algunos PAMs cationicos exhiben un amplio espectro de actividad citotdxica contra las
células tumorales, lo que los posiciona como una novedosa opcién terapéutica contra el
cancer. Los PAMs presentan ventajas importantes sobre los agentes antitumorales
tradicionales, como una mayor especificidad y menor probabilidad de presentar
resistencia. Lo anterior se asocia a que la mayoria de las células tumorales tienen carga
neta negativa en la membrana como consecuencia de la sobreexpresion de varias
moléculas aniénicas como la fosfatidilserina (Tabla 3-1). Los PAMs con actividad
antitumoral ideal deben cumplir al menos tres condiciones: alta carga neta positiva, alta
flexibilidad estructural que les permita cambios en la conformacion en diferentes entornos
y por ende atravesar la capa de fosfolipidos de las células tumorales y, alta
oligomerizacion, para que puedan agruparse facilmente en la superficie de la membrana y
formar un poro en la membrana [19]. Algunos mecanismos anticancerigenos incluyen el
reclutamiento de células inmunitarias para destruir las células tumorales, induccién de la
necrosis o apoptosis de las células cancerosas, la inhibicién de la angiogénesis para
eliminar la nutricibn del tumor y prevenir la metastasis y la activacion de proteinas
funcionales reguladoras para interferir con la transcripcién y traduccion génica de las

células tumorales [61].
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No se puede dejar de lado el hecho que todos los péptidos catidnicos presentan cierto nivel
de citotoxicidad hacia las células de mamiferos. Si bien la investigacion en las ultimas
décadas se centr6 en descubrir PAMs nuevos y mas potentes, su citotoxicidad contra las
células de mamiferos no se ha abordado de manera exitosa. En este sentido, es necesario
tener en cuenta el mecanismo de toxicidad sobre las células tumorales, principalmente a
su capacidad de formacién de poros [44] [72]. Dado lo anterior es importante cuantificar el
efecto de los PAMs en las células sanas. De acuerdo con la tabla 2-5 las cecropinas Ay B
exhibieron actividad inhibitoria del crecimiento celular en bajas concentraciones: 0,62y 3,3
MM, pero no se observaron efectos téxicos sobre las células sanas en valores de I1Cso >
110 uM. Por el contrario, para la melitina se determiné una actividad citotdxica significativa,
gue se evidenci6 en un valor ICso de 2,48 uM, dafios severos observados en la membrana
celular y cambios notables de la morfologia de las células, por lo que se propuso que esta
asociada principalmente a la induccién de mecanismos de muerte celular por apoptosis.
Por otro lado, se observé que las magaininas | y II no mostraron ningun efecto téxico para
las concentraciones 165 y 33 pM respectivamente. En base a estos resultados se
considera que las magaininas tienen un indice terapéutico alto, especialmente la
magainina |. Adicionalmente, posterior al tratamiento con Buforina Il (5—-21) se observo que

los globulos rojos estaban intactos, lo que se evidencia con los valores ICso > 300 UM [73].

Se han sugerido efectos biolégicos de melitina como un péptido citolitico no selectivo que
altera fisica y quimicamente todas las membranas de las células procariotas y eucariotas.
La melitina se une a la superficie de la membrana cargada negativamente y luego altera la
integridad de las bicapas de fosfolipidos mediante la formacién de poros, y la consecuente
fuga de iones y moléculas, que posteriormente conduce a la lisis celular. Aunque la
aplicabilidad potencial de melitina como agente quimioterapéutico contra el cancer ha sido
reconocida durante mucho tiempo, su rapida degradacién en la sangre y su actividad litica
celular inespecifica plantea desafios importantes. La melitina derivada de A. mellifera es
la mas utilizada en la investigacion del cancer como un péptido farmacoldgico que genera
actividad anticancerigena a través de la inhibicién de la proliferacién celular en células de
cancer de ovario humano SKOV-3 y PA-1. Los resultados de los estudios in vitro e in vivo
sugieren que la melitina también afecta la transduccion de sefiales y las vias reguladoras
gue conducen a multiples mecanismos de muerte celular, incluidos inhibicion de la

proliferacion, induccion de la apoptosis, inhibicion de la angiogénesis, detencion del ciclo
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celular e inhibicion de la motilidad, migracion (MHCC97-H y MHCC97-L), met4stasis e
invasion del cancer. Se ha reportado que la melitina actia sobre las lineas celulares de
carcinoma hepatocelular MHCC97-H y MHCC97-L a través de la inhibicién del proceso de
metastasis celular, mientras que para la linea celular LI210 de la leucemia, se observé que
la melitina actta a través de la inhibicién del crecimiento y la replicacién celular con un ICso
<1 pM. Por ultimo, se determiné que en la linea celular A2780 de cancer de ovario el ataque
de melitina es dependiente del contenido de lipidos en la membrana y en cuanto menor es
la composicion lipidica, mayor es el efecto inhibidor de la melitina sobre el crecimiento
celular [74].

La buforina Il atraveso las membranas de las células cancerosas sin dafiarlas y se acumulo
principalmente en los ndcleos y una vez dentro de las células, la buforina llb indujo la
apoptosis. En el desarrollo de pruebas en lineas de células tumorales humanas, la buforina
IIb mostré una potente actividad citotoxica contra los diferentes tipos de células tumorales
humanas como HL-60 (leucemia), MCF7 (cancer de seno), LOX IMVI (cancer de piel),
COLO 205 (cancer de colon), PC-3 (cancer de prostata), entre otras, lo que sugiere que el
mecanismo de citotoxicidad de buforina Ilb es el mismo en todas las células tumorales
(tabla 3-5). Estos hallazgos implican que los objetivos moleculares de buforina llb estan
presenten en todas las células cancerosas. Se ha propuesto que los gangliésidos en las
superficies de las células cancerosas son sitios de union especificos para la buforina llb y
gue son estas moléculas las que permiten a la buforina llb distinguir las células cancerosas
de las células normales. Se plantea que después de dirigirse especificamente a las células
cancerosas a través de la interaccién con los gangliésidos, la buforina Ilb induce la
apoptosis en las células cancerosas a través de la activacion de la caspasa-9 y la liberacién

de citocromo c al citosol [73].

Tabla 3-5:  Actividad anticancerigena de buforina I, lactoferricina bovina, melitina y
otros PAMs.

. . Linea CMI ICso | CMH | Maétodo de
Péptido Secuencia celular M) | (M) | (M) obtencion | eF
Cecropina KWKLFKKIEKVGQNIRDGI 0.62 NC NH
A IKAGPAVA VVGQATQIAK Glébulos ’ (>110) | (>110) Método
] rojos recombinante [73]
Cecropina KWKVFKKIEKMGRNIRNG 1,7 - NC NH
B IVKAGPAIAVLGEAKAL 3,3 | (>90) | (>65)
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LfCi1”4E;(4' RRWQWRMKKLG 20,72 (ﬂgo) (50)
Magainina | - G1GKFLHSAGKFGKAFVGEIMKS 3113 | Jeg) | 16s)
Magainind | - G|GKFLHSAKKFGKAFVGEIMNS 10,14 (>N3%) (L\I;Is)
Melitina | GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ 456 | 248 | 1,82
B”(go_rziri";‘” RAGLQFPVGRVHRLLRK >300 | >300 | >300 | SPPS- (73
MHCC97-H 1,43
MHCCO7-L 3,24
L1210 <1
| GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ | SKOV3 | N.R. | 052 | NR. | Métedo 7
Melitina recombinante
A2780 2,40
PC3 0,63
scci12 1,00
HL-60 2,56
MCF7 3,42
SF-539 2,15
LOX IMVI 2,15
Buforin Iib (RAGLQFPVGIRLLR]3) N.R. NR | SPPSC | 73]
moc/tBu
A498 2,27
IGROV1 2,00
COLO 205 2,50
PC-3 2,70
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CMI: Concentracion minima inhibitoria. 1Cso: Concentraciéon inhibitoria maxima al 50. CMH: Concentracion

minima hemolitica. N.R.: No reportado

3.3.5 Actividad antiparasitaria

Con el aumento de la resistencia a los medicamentos parasitarios, ha crecido la necesidad
de nuevos tratamientos. Los PAMs que han exhibido una buena actividad contra los
pardsitos en sus diferentes etapas de desarrollo incluyen melitina, cecropina, magainina y
PG-1, a través de mecanismos de accién similares a los de actividad antibacteriana [72].
En este sentido, un factor clave dentro de los actividad de los PAMs antiparasitarios es su
capacidad para distinguir los parasitos causantes de enfermedades como la malaria y la
leishmaniasis, sin causar efectos adversos en el paciente [61].

Leishmania major y Leishmania tropica son las principales especies dermotropicas,
mientras que la leishmaniasis visceral es predominantemente causada por Leishmania
donovani o Leishmania infantum. Los antimoniales pentavalentes son considerados la
primera linea de tratamiento para varias formas de leishmaniasis, aunque estas terapias
tienen ciertos efectos perjudiciales que pueden provocar el fracaso del tratamiento o la
recaida de la enfermedad. La evaluacion de la actividad antiparasitaria de los PAMs se
resume en la tabla 3-6. La dosis media letal de melitina hacia L. donovani (2 x 10’
promastigotes/mL) se ha estimado en 0,3 uM. En el caso de L. major (2 x 10°
promastigotes/mL), la concentracion efectiva media de melitina, fue igual a 1,68 uyM. Sin
embargo, concentraciones de melitina de hasta 2,3 uM no fueron adecuadas para alcanzar
la ECso frente a promastigotes de L. panamensis. Lo anterior indica que los promastigotes
de L. panamensis son mas resistentes a la exposicién a melitina en comparacién con los

promastigotes de L. major en los experimentos in vitro [68].

La gran mayoria de la mortalidad y morbilidad asociadas con la infeccion por paludismo es
causada por la especie P. falciparum. Entre los PAMs evaluados, la melitina fue el Gnico
péptido eficaz en disminuir significativamente la prevalencia de parasitos en un promedio
del 10 %y la intensidad de la infeccién en un 68 %. Por otro lado, en la evaluacion frente
a Toxoplasma gondii (parasito intracelular que infecta a muchos animales incluidos

pajaros, mamiferos y humanos) se determiné que la melitina erradica directamente los
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taquizoitos extracelulares de T. gondii a través de la alteracion de la integridad de la

membrana plasmatica [68].

La actividad de la buforina 1l contra Cryptosporidium parvum mostré una fuerte
dependencia del ciclo de vida del parasito: el oquiste apenas se vio afectado después de
3 horas de incubacion con 10 mL de buforina 1l 20 uM, mientras que la viabilidad del
esporozoito disminuy6 casi un 100%. En este sentido, se planted que los esporozoitos son
susceptibles porque su membrana es estructuralmente similar a la membrana bacteriana.
Adicionalmente se demostr6 que la actividad moderada de la buforina Il se puede mejorar
al combinarla con azitromicina o minociclina, observandose una reduccion de parésitos

mayor al 90 % a la concentracién mas alta probada [69].

Aunque LfcinB presenta actividad contra diferentes protozoos, el mecanismo utilizado no
ha sido muy explorado. Se ha planteado que la superficie celular de los taquizoitos de T.
gondii tiene una carga negativa alta que genera una fuerte atraccion electrostatica de la
LfcinB (paso clave del mecanismo), lo que provoca la ruptura de la membrana (ya ha sido
comprobada). Adicionalmente puede presentarse un efecto sinérgico por la activaciéon de
los sistemas de defensa del huésped, generada por la presencia de compuestos liberados

por los parasitos [70].

La actividad de las cecropinas contra los parasitos Leishmania ha sido explorada en
diferentes estudios. Inicialmente, se demostrd que la Cecropina A extraida de Hyalophora
y Drosophila inhibe el crecimiento de Leishmania aethiopica (amastigotes vy
promastigotes), con concentraciones mas bajas en el caso de los amastigotes (50 % de
inhibicién en concentraciones ~0,250 mg/mL), dentro de un rango en el que los péptidos
no mostraron actividad hemolitica. Otro estudio concluy6 que la cecropina A fue la mas
activa en los amastigotes de L. panamensis, entre tres cecropinas probadas (A, B, C).
Cabe resaltar que la cecropina A no fue citotéxica ni hemolitica en las concentraciones

evaluadas [71].
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Tabla 3-6: Actividad antiparasitaria de buforina Il, lactoferricina bovina, melitina y

cecropina.
. ) . Método de
Péptido Secuencia Parasito ICso (UM) obtencion Ref.
Lelshman!a 27.50
donovani
Trypanos_oma 0,55
cruzi
Leishmania 16.80 ]
Melitina GIGAVLKVLTTGLP maijor ' Metqdo [69]
ALISWIKRKRQQ Plasmodium 25 00 recombinante
falciparum '
Toxoplasma 112
aondi '
Leishmania >23
panamensis
Buforina Il TRSSRAGLQFPVGRVHRLLRK C. parvum 20 N.R. [69]
. FKCRRWQWRMKK Toxoplasma Método
LicinB LGAPSITCVRRAF gondii <4 recombinante [70]
) Leishmania 248
Cecropina KWKLFKKIEKVGQNIRDG panamensis '
A IIKAGPAVAVVGQATQIAK Leishmania =20
major SPPS - [71]
) Leishmania >20 Fmoc/tBu
Cecropina KWKVFKKIEKMGRNIRN panamensis
B GIVKAGPAIAVLGEAKAL Leishmania >20
major

ICs0: Concentracién inhibitoria maxima al 50. N.R.: No reportado

3.4 Mecanismos de accion de los PAMs propuestos
para la actividad antibacteriana

Los mecanismos de accion establecidos por los PAMs para actuar en las células
bacterianas dependen de parametros como la secuencia de los AA, anfipaticidad, afinidad
por las cargas negativas, concentracion del péptido, topologia y composicion de las

membranas lipidicas.

3.4.1 Disrupcion de la membrana

En el mecanismo de accién que implica la lisis de la membrana celular bacteriana se
propone la interaccion electrostatica e hidrofobica entre los PAMs y las membranas
celulares que genera la perturbacion de la membrana y la posterior lisis de esta, con la
consecuente muerte celular. Se resalta que la permeabilidad de las membranas celulares
bacterianas presenta diferencias significativas para las BGP y BGN, dado que en el caso

de BGP hay una capa de peptidoglicanos que contiene principalmente acidos teicoicos de
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carga negativa, con poros de tamafio nanométrico por donde se pueden internar los PAMs,
mientras que, en el caso de BGN, adicional a los acido teicoicos hay una concentracion

mayor de lipopolisacaridos que dificultan la difusion de los PAMs [61].

Se ha planteado que inicialmente hay una atraccion electrostatica entre la carga positiva
del PAM y los grupos cargados negativamente, que se encuentran en el exterior de la
membrana, y posteriormente al alcanzar un umbral de concentracion, el péptido se inserta
de forma perpendicular y desplaza a los lipidos que estan al interior de la membrana.
Durante la insercion del péptido se puede observar un adelgazamiento de la membrana,
formacion de poros, alteracion de la curvatura, modificaciones electrostaticas y
perturbaciones localizadas. Finalmente, los péptidos pueden translocarse a través de la
membrana y difundirse en el citoplasma para alcanzar objetivos celulares [47].

Se han propuesto diferentes modelos disruptores de membrana, para explicar la actividad
de los PAMs. Hay tres modelos principales: el de poro toroidal, alfombra y astilla de barril
(Figura 3-2). En el modelo de poro toroidal los péptidos se insertan verticalmente en la
membrana y se acumulan, hasta lograr una concentracién limite en la cual los fosfolipidos
se doblan para formar un poro con un diametro de 1 a 2 mm, revestido por las cabezas
polares y por la regién polar del péptido, mientras que la regién hidrofébica del péptido
interactla con la regién apolar de la bicapa lipidica. La formacién del poro depende de un
valor critico péptido/lipido, un aumento de la concentraciéon del péptido generaria la
desestabilizacion del poro, debido a una mayor repulsion electrostatica entre las cadenas
laterales cargadas positivamente. Un ejemplo de este mecanismo es la Magainina 2 [60]
[61].

El modelo astilla de barril aplica para péptidos especificos, se ha propuesto que la region
hidrofébica de los péptidos se inserta perpendicularmente, generando la acumulacion de
unas pocas unidades sobre otras, hasta alcanzar una concentracion limite, a la cual
penetran la bicapa e ingresan como multimeros, formando canales cilindricos que generan
un flujo de salida citoplasmatico, que desborda las bacterias y genera la muerte celular. Es
importante tener en cuenta que los péptidos adoptan configuraciones transmembranales
dinamicas, y que la formacion de cilindros tiene como objetivo minimizar la exposicion de
los residuos hidrofilicos hacia el interior de la membrana. Los PAMs inducen el colapso de

la membrana y generan la muerte celular. En el modelo de alfombra los péptidos se unen
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a las membranas a través de interacciones electrostaticas, se acumulan de manera
paralela a la membrana hasta alcanzar una concentracion limite, después de alcanzar
dicha concentracion el extremo hidrofilico se direcciona hacia la solucién y el extremo
hidrofébico se dirige a la bicapa fosfolipidica. Las “unidades” del péptido cubren la
superficie como una alfombra, generando un cambio en la tensién superficial de las
membranas, solubilizandola en estructuras micelares que la desestabilizan de manera
similar a los detergentes, sin que haya generacion de poros, y sin que sea necesario que
los péptidos se inserten en el nicleo de la membrana [61] [66].

Figura 3-2: Modelos de accion extracelular de los PAMs. (A) Modelo alfombra, (B)

Modelo astilla de barril, (C) Modelo de poro toroidal.

Micelas Modelo de poro toroidal

Fuente: [61]

3.4.2 Sin disrupcion de la membrana

En esta clase de mecanismo no se requiere la ruptura de las membranas celulares, sino
gue hay un ataque a organelos o procesos intracelulares. Se ha propuesto un paso inicial
de unién a las membranas celulares debido a las caracteristicas electrostaticas de los
PAMSs, posteriormente la formacion de poros transitorios y finalmente la translocacion de
las membranas. Después del ingreso del PAM a la célula se genera la inhibicion de la

sintesis de los acidos nucleicos, proteinas o enzimas (Figura 3-3) [5]. Por un lado, los
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péptidos ricos en Pro y Arg en su gran mayoria ejercen mecanismos a través de la
inhibicion de la sintesis de proteinas, mientras que las B-defensinas, pueden inhibir la
sintesis de proteinas y la pared celular y bloquear la formacion de paredes celulares
bacterianas [75] [76].

Las apidaecinas son péptidos cortos ricos en Pro que tienen accion inductora de poros, lo
gue le permite la entrada al espacio periplasmico. Posteriormente atraviesan la membrana
interna a través de la chaperona bacteriana de 60 kDa GroEL, la cual esta encargada de
plegar y ensamblar correctamente las proteinas. Por ultimo, el péptido se desplaza hacia
el interior de la célula donde se encuentra con su objetivo, que es el ribosoma, generando
la inhibicion de la sintesis y el plegamiento de proteinas. Por otro lado, la indolicidina un
PAM cationico C-terminal amidado con 13 AA, se dirige especificamente al sitio basico del
ADN para entrecruzar el ADN bicatenario e inhibir la topoisomerasa | del ADN [77].

Figura 3-3: Modelos de accion los PAMs, en los que no se presenta disrupciéon de la

membrana celular bacteriana.

?_h

4

2
, . Wy

Inhibicion sintesis 5 ; Inhibicion plegamiento
de ADN y ARN Inhibicion sintesis de proteinas de proteinas
Fuente: [5]

3.5 Aplicaciones de los PAMs

3.5.1 Medicina

Entre enero de 1999 y diciembre de 2019 se aprobaron y comercializaron 555 nuevas
moléculas, de las cuales 57 son pequefios péptidos terapéuticos, y la mayoria de estos (37

farmacos) son péptidos de union a receptores que activan o bloquean los receptores
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especificos a los que se unen, provocando una respuesta biologica, también se encuentran
inhibidores de vias bioldgicas (15 farmacos), péptidos activos de membrana (4 farmacos),
0 péptidos con otras funciones (1 farmaco) [78]. Respecto al desarrollo de productos
antibacterianos se han reportado estudios del péptido POL7080, desarrollado por la
Universidad de Zurich y la compafiia Polyphor Ltd, el cual fue obtenido sintéticamente y se
dirige especificamente a P. aeruginosa mediante un mecanismo que no destruye la
membrana celular bacteriana. El desarrollo de este producto ha completado los ensayos
clinicos de fase Il en P. aeruginosa para pacientes con neumonia asociada al ventilador, y
los ensayos clinicos de fase | para la sinergia con amikacina, evaluada en pacientes sanos

de Europa han demostrado seguridad clinica y tolerancia [18].

En el campo de la salud bucal se considera que la caries dental es una enfermedad oral
prevalente y algunas bacterias como Streptococcus sp. son los principales patégenos
asociados. El péptido ZXR-2 (FKIGGFIKKLWRSLLA) ha mostrado actividad potente contra
las bacterias patégenas Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus y Porphyromonas
gingivalis. Por otro lado, el PAM PXL150 muestra una eficacia pronunciada como agente
antibacteriano en heridas por guemaduras en ratones, y los estudios han mostrado que es
eficaz y seguro, lo que evidencia su potencial como farmaco antimicrobiano para uso
clinico en el tratamiento tdpico de infecciones. En el campo de la oftalmologia, teniendo en
cuenta que los ojos humanos son propensos a ser infectados por varios organismos,
incluidas bacterias y hongos, en los que S. aureus, Streptococcus pneumoniae, P.
aeruginosa, Aspergillus spp. y C. albicans son los patégenos mas relevantes, se ha
propuesto el uso de los PAMs Lactoferricina B y Protegrin-1, ya que han exhibido actividad
antimicrobiana contra estas bacterias. Con el aumento de casos de infecciones oculares,
los PAMs han mostrado buenas perspectivas de aplicacion. En este sentido, se reporto la
unién covalente de cuatro péptidos catidnicos diferentes (Mel 4, lactoferricina, melimina y
LL-37) en la superficie de la lente pHEMA y la evaluacion de su desempefio antibacteriano.
Se determin6 que Mel-4 y melimina tienen el mejor desempefio antibacteriano contra el

crecimiento de S. aureus y P. aeruginosa [61].

Hay unos pocos ejemplos de péptidos antimic6ticos que estan ingresando a ensayos
clinicos. Uno de ellos es la nicomicina Z, derivado a partir de Streptomyces tendae, y
desarrollado por la compafiia Valley Ferver Solutions, el cual actta a traves de la inhibicion

de la sintesis de quitina, que es un componente esencial de la pared celular de los hongos.
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Ha presentado actividad frente a Candida immitis, y Blastomyces dermatitidis vy
actualmente se encuentra en la fase Il de estudios preclinicos. Por otro lado, la
Aureobasidina A, proveniente del hongo Aureobasidium pullulans R106, fue desarrollada
por la compariia Takara Bio, y se ha reportado que inhibe la sintesis de esfingolipidos y
presenta actividad contra S. cerevisiae, Candida spp, entre otros. Actualmente este péptido
no ha iniciado la fase | de estudios preclinicos. En este campo de aplicacion se debe tener
en cuenta que los procesos bioquimicos de los patdgenos flungicos estan estrechamente
relacionados con los del huésped, lo que implica el desarrollo de una alta selectividad [79].

3.5.2 Alimentos

Se considera prioritario el desarrollo de conservantes para la industria alimentaria que
posean propiedades antimicrobianas naturales, sean resistentes a los acidos, las bases y
las proteasas del cuerpo humano, sin generar toxicidad para los humanos o el medio
ambiente. En este sentido los PAMs son una opcién atractiva como un enfoque alternativo
para controlar los microorganismos indeseables en los alimentos, manteniendo las
cualidades sensoriales y propiedades nutritivas de los alimentos [18]. La nisina, un péptido
policiclico con 34 AA derivados de Lactococcus lactis, esté clasificado como seguro por la
Administracion de Drogas y Alimentos de los EE. UU. (FDA) y ha sido utilizado como
conservante en el procesamiento de queso, carnes y bebidas. Adicionalmente, la
encapsulacion de bacteriocinas en liposomas es un método nuevo que se utiliza para
superar las limitaciones de los PAMs en las aplicaciones alimentarias como la degradacién
proteolitica o la interacciéon con los ingredientes de los alimentos. Ademas, el envasado
activo mediante la adicion de PAMs es un método novedoso que tiene un gran potencial
en la industria alimentaria, buenos efectos inhibidores sobre Aspergillus parasiticus

(productor de aflatoxinas) y Penicillium expansum [61].



4.Métodos de obtencidon de PAMs

La relevancia de los PAMs en el desarrollo de productos masivos es cada vez mayor, lo
que se refleja en un mercado de billones de ddlares y los mas de 400 PAMs que han
ingresado a estudios clinicos para evaluar su uso como medicamentos, como también los
gue son desarrollados para alimentos, productos cosméticos, entre otros campos de
aplicacién. Lo anterior implica la busqueda y el desarrollo de diferentes métodos de
produccion de PAMs que permitan su obtencion rapida, econémica, eficiente y segura. Por
un lado, se propone la obtencién de PAMs a partir de fuentes naturales dentro de las que
se incluyen plantas, bacterias, insectos y otros animales; también se considera el método
de sintesis recombinante en el gue a través de la manipulacion de la informacion genética
de los organismos productores se puede optimizar la producciéon de PAMs; y por ultimo los
métodos de sintesis quimica en los que se encuentra la sintesis en solucién, en la cual se
incluyen reacciones de elongacién de la cadena peptidica que permiten la manipulacién
de la secuencia de los PAMSs, sin embargo algunas de sus desventajas son el uso de
reactivos toxicos dificiles de manipular y los bajos rendimientos, lo que lo hace un proceso
sintético costoso, por lo cual posteriormente fue introducida la sintesis de péptidos en fase
soélida (SPPS) con algunas ventajas respecto a la sintesis en solucién como la unién de la
cadena peptidica a un soporte sélido, lo que permite mayores rendimientos y mayor
simplicidad de los procedimientos, haciéndola muy atractiva generando que la
investigacion en este campo crezca, y se disefien procesos sintéticos mas econémicos y

amigables con el medio ambiente [80].

4.1 Obtencidn a partir de fuentes naturales

Los PAMs derivados de fuentes naturales presentan ventajas como la alta especificidad,
biodegradacién y baja toxicidad. Sin embargo, se han evidenciado limitaciones como
rapida degradacion y altos costos de extraccion, por lo que no se considera un método

potencialmente Gtil en el campo industrial, pero si en la investigacion y desarrollo de nuevas
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moléculas con potencial terapéutico, ya que posterior a su extraccion y analisis se utilizan
como modelo para la produccién sintética de PAMs. Se han obtenido PAMs a partir de las

plantas, artropodos, anfibios, mamiferos, insectos y bacterias (Tabla 4-1) [81].

Las plantas producen PAMs catidnicos y algunas proteinas con actividad antibacterial,
antifngica y antiviral para defenderse de patdgenos y plagas, por lo que resultan
interesantes en el desarrollo de moléculas que puedan beneficiar también a los humanos.
Una de las principales clases de PAMs producidos por las plantas son los cicl6tidos que
son PAMs de estructura ciclica que contienen tres puentes disulfuro conservados y una
fuerte actividad antiviral, que dificulta el crecimiento de virus como VIH y el dengue. Dentro
de esta clase de PAMs se encuentra la Kalata B1, un cicl6tido con actividad antiviral que
se halla en las hojas de la planta Oldenlandia affinis y actia mediante la destruccion de las
particulas virales antes que ingresen en las células y la inhibicion de la fusion del virus VIH
con la membrana celular, la formacion de poros y posterior ruptura de la membrana. Este
tipo de compuestos han sido utilizados en la medicina tradicional del Congo por sus
propiedades curativas [81]. Otro grupo importante de PAMs producidos por las plantas son
las tioninas que contiene entre 45y 47 AA, y son ricos en Lys, Arg y Cys; se caracterizan
por su naturaleza hidrofobica y actividad biol6gica que implica la interacciébn con la
membrana celular de bacterias, hongos, insectos e incluso células de mamiferos. El PAM
pirularia hace parte de esta categoria, y se ha extraido a partir de la planta Pyrularia
pubera; se ha reportado que actia permitiendo el ingreso de iones calcio durante los

procesos celulares, lo que conlleva a la muerte celular [82].

Dentro del reino de los animales los mamiferos, anfibios y peces aportan la mayor
proporciéon de PAMs, principalmente dos clases de PAMs: las defensinas y las catelicidinas
[37]. La catelicidina mas importante es LL-37, que hace parte del sistema inmune de los
humanos, se encuentra en la piel de los recién nacidos y ha mostrado actividad frente a
BGP, BGN y hongos. Por otro lado, los PAMs marinos resultan interesantes debido a la
gran diversidad que se encuentra en los entornos marinos, que conlleva a que los
mecanismos de defensa desarrollados por esta clase de animales posean caracteristicas
gue no se encuentran en los animales terrestres. En este sentido algunos PAMs con
actividad antibacteriana y anticancerigena han sido identificados en esponjas como
Discodermia, Petrosia y Haliclona. La jaspamida un PAM ciclico proveniente de la especie

Jaspis contiene 17 AA 'y ha exhibido actividad frente a la linea celular HL-60 de leucemia,
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a través de apoptosis [22]. La piel de los anfibios también es una fuente importante de
PAMs, por ejemplo, las bombininas H2 y H4 extraidas de las secreciones de la piel de los
sapos de la especie Bombina variegate, han exhibido actividad antimicrobiana y

antiparasitaria [83].

Dentro de los artropodos una de las clases mas importantes de PAMs son las cecropinas,
entre las que se encuentra la cecropina A extraida de Hyalophora cecropia, que es una de
las méas estudiadas por su potente actividad contra las bacterias, hongos, parasitos y su
actividad anticancerigena ejercida a través de mecanismos de disrupcién de la membrana
celular [81]. Por otro lado, se han identificado las taquiplesinas, que son PAMs de 17 y 18
AA producidas por el cangrejo Tachypleus tridentatus y han exhibido actividad frente a
BGP y BGN. Adicionalmente, el péptido androctonina derivado de Androctoneis australis,
ha exhibido actividad contra hongos, BGP y BGN. Asi mismo, una fuente usual de PAMs
es el veneno de serpientes y escorpiones el cual se asocia a la presencia de toxinas, uno
de ellos es la linaclotida, un péptido de 14 AA, rico en Cys el cual ha mostrado actividad
frente a E. coli [84].

Otra de las fuentes mas importante de PAMs con actividad antimicrobiana vy
anticancerigena son los insectos, los cuales desarrollan sistemas de defensa humoral y
mediados por las células que les permiten adaptarse a diferentes ambientes [84]. Se han
identificado PAMs derivados de Acalolepta luxuriosa, Apis mellifera, Galleria mellonella,
Holotrichia diomphalia, Pandinus imperator, entre otros. Uno de estos PAMs es la
coprisina, el cual fue aislado de Copris tripartitus y presenta actividad antibiofilm contra
bacterias como E. faecium, S. aureus, E. coli, S. mutans y P. aeruginosa [85]. Algunas de
las principales categorias de este tipo de PAMs son las B-defensinas con 6 - 8 residuos de
Cys y los PAMs ricos en Pro y Gly. Las defensinas derivadas de insectos contienen entre
29y 35 AA, y uno de estos PAMs es la royalisina extraido de Apis mellifera, que contiene
51 AA y tres puentes disulfuro, el extremo C-terminal rico en AA cargados y presenta
actividad contra BGP y hongos. Las dipterocinas A — C son PAMs de aproximadamente 82
AA, derivados de Phormia terranovae que tienen actividad frente a BGN como E. coli y

actta principalmente sobre la membrana citoplasmatica de las bacterias [86].

Adicionalmente, las bacterias representan otro grupo importante de productores naturales

de PAMs. Las bacteriocinas son PAMs que tienen entre 20 y 50 AA y tienen una potente
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actividad antimicrobiana en concentraciones de nivel pico y nanomolar. Las BGP sintetizan
lantipéptidos, PAMs ciclicos que contienen un enlace tioeter macrociclico, el cual se forma
por la deshidratacion de serina y treoninay la adicién del grupo tiol de una cisteina cercana.
El PAM mas representativo de este grupo es la nisina A, que ha exhibido actividad contra
las BGP y actividad anticancerigena [22,59]. La iturina A es un lipopéptido ciclico de 7 AA
con actividad antifangica, derivado de la bacteria B. subtilis, que ejerce actividad
antifangica a través de la perturbacion de la membrana plasmética de los hongos [28] [87].

Teniendo en cuenta que las fuentes naturales de PAMs son variadas, se requieren
métodos de extraccion eficientes, econémicos y eco amigables que permitan obtener la
mayor concentracién posible de la fuente. Uno de estos métodos es el de extraccion
guimica en el cual se hace uso de un solvente que comparta propiedades fisicas con el
PAM de interés, por ejemplo, el agua teniendo en cuenta el caracter polar de algunos
PAMs. La interaccion del solvente con el compuesto de interés que se encuentra en el
material natural durante un tiempo de equilibrio permite un proceso de transferencia de
masa desde el material natural hacia el solvente, que conlleva a la solubilizacién del PAM
en dicho solvente lo que resulta en un método econdémico, rapido y que no genera
toxicidad. Mientras que en caso de PAMs no polares se hace uso de solventes como
metanol, butanol o acetona, por ejemplo, en la extraccion de PAMs en las semillas de
Moringa olifera, con un 33% de rendimiento. Por otro lado, se ha reportado la extraccion
con el uso de enzimas, en la cual las enzimas degradan los componentes de la membrana
celular, liberando los componentes intracelulares y posteriormente las proteasas generan
la ruptura de proteinas grandes, y la consecuente generacion de los PAMs de interés. Sin
embargo, esta es una metodologia demandante, lenta y costosa que puede generar bajos
rendimientos, aunque productos con una alta pureza, un ejemplo de esta técnica es la
extraccion de PAMs a partir de sacha inchi. Otro método Util es la extraccion asistida por
microondas en la que se usan ondas electromagnéticas con frecuencias entre 300 MHz y
300 GHz que generan un aumento de temperatura y presion dentro de las membranas
celulares, que conlleva al aumento en la porosidad de estas, en este método es posible

obtener alta reproducibilidad y ahorro de solventes [88].
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Tabla 4-1: Péptidos obtenidos de diferentes fuentes naturales [89].
Fuente Péptido Secuencia Actividad antimicrobiana /
anticancerigena
GLPVCGETCVGGTCN . . o
Kalata B1 TPGCTCSWPVCTRN Antibacterial, antiviral
a-1- KSCCRSTLGRNCYNLCRARGAQ Antibacterial
Plantas purotionina KLCAGVCRCKISSGLSCPKGFPK
Kalata B6 | GLPVCGETCFGGTCNTPGCSCSSWPICTRN Antiparasitaria
Defensina VRNHVTCRINRGFCVPIRCP Antibacterial
2 bovina GRTRQIGTCFGPRIKCCRSW
Tu-AMP 2 KSCCRNTTARNCYNVCRIPG Antibacterial, antifangica
LL-23 LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQR Antibacteriana, antifingica
Histatina 4 RKFHEKHHSHRGYRSNYLYDN Antifangica
Aureina 1.1 GLFDIIKKIAESI Antifingica, anticancerigena
Temporina FLPLIGRVLSGIL Antlbacte.rlal, ant!parasnana,
A anticancerigena
Japo;'c'”a' FGLPMLSILPKALCILLKRKC Antibacterial
Animales Anticancerigena, Antibacterial
BMAP-28 GGLRSLGRKILRAWKKYGPIIVPIIRIG cancerigena, Antibacterial,
antifungica
eCATH-1 KRFGRLAKSFLRMRILLPRRKILLAS Antibacterial, antiftingica,
antlparasnarla
Filoseptina- ELSLIPHIVSGVASIAKHE Ant.lbacte.rlal., antlfung,lga,
1 antiparasitaria, hemolitica
NKL-24 IKNQLAIVCDGIGFLKSLCRWFVN Antibacterial BGN
Melitina GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ Antibacterial, antifungica,
antiparasitaria, anticancerigena
Ap'd‘?lec'“a GNNRPIYIPQPRPPHPRL Antibacterial BGN
_ VFIDILDKVENAIHNAAQ . _
Insectos Andropina VGIGFAKPEEKLINPK Antibacterial BGP
Magainina GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMNS Antibacteriana, antiftingica,
2 antiparasitaria, anticancerigena
Mas“’spara” LRLKSIVSYAKKVL Antibacterial, antifingica
P'amaA”C'”a KSSAYSLQMGATAIKQVKKLFKKWGW Antibacterial, anticancerigena
Baceridina WAIVLL AntlpacterlaJ BGP,
Bacterias antlcancerlgena
Nisina A ITSISLCTPGCKTGALMG Antibacterial BGP,
CNMKTATCHCSIHVSK anticancerigena
Siamicina Il CLGIGSCNDFAGCGYAIVCFW Antiviral
Turicina S DWTAWSALVAAACSVELL Antibacterial BGP
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4.2 Obtencion a partir de tecnologia recombinante

El primer péptido sintetizado a través del método recombinante fue la insulina y represent6
una base importante en el desarrollo de la sintesis de péptidos y proteinas recombinantes
con aplicacion en el desarrollo de medicamentos. Sin embargo, el método recombinante
tiene un campo de aplicacion limitado ya que puede llegar a requerir un largo tiempo para
la estandarizacion y la produccion lo que también se asocia a un mayor costo de
produccion, por lo que el método de sintesis quimica para péptidos cortos continta siendo
el mas relevante ya que las reacciones involucradas en dicho método estan bien
caracterizadas y los procedimientos bien establecidos, convirtiéndolo en el método de
preferencia [90].

El método de sintesis recombinante es particularmente Util en la produccion de péptidos
gue contengan entre 15 y 50 AA, ya que la sintesis quimica presenta una disminucién
importante de los rendimientos y la pureza de los productos obtenidos cuando la longitud
es mayor a 15 AA. Es posible producir grandes cantidades de PAM (incluso toneladas) ya
gue puede utilizarse una poblacién importante de organismos productores; tiene costos
competitivos para la produccion industrial y no implica el uso de reactivos peligrosos. El
método de sintesis recombinante implica la clonacion y expresion de genes que
pertenecen a organismos superiores dentro de organismos procariotas como las bacterias,
gue son los organismos preferidos dentro de este método sintético. Sin embargo, dentro
del esquema sintético se puede generar la degradacion de los PAMs por enzimas propias
de los organismos productores lo que reduce la estabilidad de dichos PAMs y toxicidad del

péptido sintetizado hacia el organismo productor [91].

La sintesis a través del método recombinante incluye los procesos bioquimicos de i)
transcripcién, que implica la sintesis de ARN mensajero a partir de la informacion genética
del ADN que ha sido manipulado en el disefio de las secuencias peptidicas planteadas, ii)
traduccion del péptido objetivo segun la secuencia del ARNm, iii) plegamiento de proteinas
y, iv) modificaciones postraduccionales, como la glicosilacion u oxidacion. La expresion de
los genes se puede realizar in vivo o in vitro, en el método in vivo la secuencia del péptido
se enlaza a una proteina de fusion que permite la purificacion sencilla de la secuencia,
mientras que en el método in vitro el proceso de expresion no ocurre dentro de una célula,

si no que los componentes necesarios para la expresion hacen parte de un sistema in vitro,
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gue permite la sintesis del péptido con una velocidad mayor que la produccién in vivo [22]
[90]. Dentro del disefio del proceso sintético a través del método recombinante se debe
incluir una estructura particular que permita el clivaje quimico o enzimético del péptido a
partir del nucledtido. Algunos de los motivos quimicos que se utilizan para dicha funcion
son Met-X, Asp-Pro, Asp-Gly o Cys-X. Para realizar el clivaje quimico se suele utilizar
bromuro de cianégeno (CNBr), acido clorhidrico (HCI) o acido 2-nitro-5-tiocianatobenzoico
(NTBC) [92].

Los sistemas hospedadores incluyen células bacterianas, fungicas, de plantas y
mamiferos. Por un lado, las bacterias constituyen los organismos productores de
preferencia ya que tienen varias ventajas: alta tasa de crecimiento y tiempo de duplicacion
corto por ende son un sistema de expresion econémico, incorporan secuencias de ADN
facil y rdpidamente, y tienen una alta capacidad de expresion de dicha secuencia. Sin
embargo, las bacterias presentan desventajas como la limitada capacidad de
modificaciones postraduccionales de los péptidos. Por otro lado, los hongos son sistemas
de expresién de rapido crecimiento, manipulacién genética simple y modificaciones
postraduccionales simples. Las plantas también presentan ventajas como sistema de
expresion, como alto rendimiento de produccién y bajo costo, ademas de no tener
patdgenos comunes con los humanos. Los sistemas de expresion en células mamiferas
presentan una similitud alta con el de los humanos, por lo que pueden producirse péptidos
de mayor eficacia y seguridad para humanos que los producidos en bacterias, hongos o

plantas [93].

E. coli es el organismo mas explorado en la sintesis recombinante de péptidos debido a
gue su estructura celular es bien conocida, lo que permite la manipulacién genética en la
introduccion de los vectores requeridos. Especificamente la cepa BL21(DE3) es dtil en la
sintesis de péptidos debido a la ausencia de proteasas que disminuyan la estabilidad del
péptido [94]. Algunos péptidos producidos en E. coli incluyen LfcinB-W10, protegrina-1, y
catelicidina LL-37. Adicionalmente B. subtilis es un sistema procariota de rapido
crecimiento que secreta los péptidos en el medio de cultivo directamente. La cepa WB80ON

carece de 8 proteasas lo que la hace bastante til en la produccién de péptidos [95].

Se reporto la sintesis de PAMs con actividad antifungica contra C. albicans y C. glabrata a

través de vectores unidos a la proteina humana BoneD en E. coli, en donde se utilizé el
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enlace acido-labil Asp-Pro por el cual se realiz6 el clivaje. Las secuencias de los tres PAMs
sintetizados son: PKSKVGALIQLFHKKD, PKSKVGALIQLFHKK y PPKVGWLIQLFHKK. El
proceso de recuperacion del péptido incluyé la muerte celular bacteriana y la liberacion del
péptido en medio acido, seguido por la purificacion de los PAMs mediante cromatografia
liquida en fase reversa (RP-HPLC). Se lograron rendimientos superiores al 76% con pureza
de los péptidos mayor al 97% y, se valido la actividad antifiungica de los cuatro PAMs frente
a los dos hongos evaluados (CMF = 1uM) [96].

La produccion del péptido anticancerigeno p53pAnt correspondiente al extremo C-terminal
de la proteina p53 fusionada al péptido de penetracion celular penetratina se realizé
mediante el uso del sistema comercial pET-31b(+). Se realizé la fusion de copias en serie
de la secuencia del péptido a la proteina cetosteroide isomerasa (KSl), que permitio la
produccion del péptido como cuerpo de inclusién, con el objetivo de evitar la degradacion
enzimatica del péptido. El motivo de clivaje que se incluy6 en el nucledtido fue Met-X que
es labil a la reaccion con CNBr, rompiendo el enlace peptidico del lado carboxilo [95] [97].
Adicionalmente se incluyé un extremo de polihistidinas para facilitar la purificacion del
péptido fusionado mediante un proceso compatible con las condiciones necesarias para la
solubilizacion de los cuerpos de inclusién. La etiqueta de histidina facilité la purificacion de

proteinas de fusibn mediante cromatografia de afinidad [94] [98].

4.3 Sintesis de péptidos en fase solida

En 1959 mientras Bruce Merrifield realizaba sus estudios de posgrado en el Instituto
Rockefeller para la Investigacion Médica sintetizé un péptido de 5 AA (Ser-His-Leu-Val-
Glu) con un rendimiento del 7% y durante un lapso de 11 meses a través de la sintesis de
péptidos en solucién, lo que resulto bastante desconcertante y lo impulso a proponer la
implementacion de un soporte sélido en la sintesis de péptidos, que permitiera aumentar
el rendimiento y la velocidad del procedimiento. La primera sintesis de un péptido (Leu-
Ala-Gly-Val) a través de SPPS fue reportada por Merrifield en 1963, resultdé bastante
controversial ya que no era acogida la hipotesis de realizar una sintesis quimica en pasos
sucesivos sin que fuera necesario realizar la purificacion del producto obtenido en cada
uno de los pasos. Posteriormente, Merrifield reporto la sintesis de un péptido de 9 AA que
solo tomo 8 dias y generd un rendimiento del 32%, lo cual popularizé este método sintético

y dio paso a la sintesis de una serie de péptidos de mayor longitud y con actividad biologica
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de forma eficiente y con altos rendimientos. Posteriormente hacia la década de 1970’s se
dio un auge en el desarrollo de materiales poliméricos que permitié una mayor versatilidad
de las resinas y facilito el proceso de clivaje y purificacion. El desarrollo de la SPPS le hizo
merecedor en octubre 17 de 1984 del premio Nobel de quimica a Merrifield. Para 2006 se
habia reportado la sintesis de méas de 200 péptidos con actividad biolégica dentro del grupo
de Merrifield demostrando la utilidad de la metodologia [99]. Posteriormente la metodologia
ha sido potenciada a través de la automatizacién de la sintesis y el desarrollo de
instrumentacion robdtica que permite realizar la sintesis tan solo con la programacion de
la secuencia de AA, mientras que las reacciones de acople y desproteccion se ejecutan
automaticamente, generando una mayor reproducibilidad y calidad de los resultados [100].

La sintesis de péptidos en fase sdlida (SPPS) es una metodologia que se lleva a cabo bajo
condiciones heterogéneas en un soporte sélido polimérico, llamado resina. La resina es un
polimero que se hincha en un solvente organico, para brindar a los reactivos una mayor
posibilidad de acceder a sitios activos. Teniendo en cuenta que la SPPS implica el uso de
ciclos sintéticos, el uso del soporte solido conlleva ventajas que incluyen altos rendimientos
ya gue es posible usar exceso de reactivos, que posteriormente se pueden eliminar junto
con las impurezas mediante filtracion y lavados con solvente, sin afectar la estructura
peptidica y sin que sea necesario el uso de metodologias costosas o demandantes en
tiempo, ademas todas las reacciones se pueden realizar dentro de un solo reactor [100].
Las resinas disponibles actualmente muestran una importante variedad de caracteristicas
guimicas que se pueden usar segun el requerimiento, lo que permite realizar el anclaje del
péptido a partir del extremo C-terminal o del extremo N-terminal mediante la formacién de
enlaces éster o amida respectivamente. Las resinas son funcionalizadas con brazos,
linkers, que previenen la agregacion de las cadenas y también proveen un enlace

reversible entre la resina y el péptido que resulta clave en el clivaje del péptido [101].

Teniendo en cuenta que el método sintético mas generalizado involucra la sintesis del
péptido desde el extremo C-terminal hacia el extremo N-terminal, se han planteado dos
estrategias que se diferencian en la desproteccién del grupo a-amino. Por un lado, se ha
reportado la estrategia Boc/Bzl, que fue desarrollada por Merrifield en 1963, en la cual el
grupo ter-butiloxicarbonilo (Boc) protege los grupos a-amino de forma temporal y las
cadenas laterales son protegidas por grupos de tipo bencilo (Bzl) de forma permanente

[33]. Por otro lado, la estrategia Fmoc/tBu fue desarrollada por Carpino en 1972 y es la
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mas usada actualmente. El grupo 9-fluorenilmetiloxicarbonil (Fmoc) que es labil a las bases
actua como protector del grupo a-amino, mientras que las cadenas laterales son protegidas
por grupos ter-butilo (tBu) que son labiles a tratamientos acidos, lo que resulta en un
esquema de proteccion ortogonal (Figura 4-1). La eleccion del sistema de proteccién tiene

una fuerte dependencia con la resina seleccionada [102].

Figura4-1: Esquema general de SPPS — Fmoc/tBu.
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En algunos casos el primer paso de la sintesis es el acondicionamiento de la resina que
incluye el hinchamiento de esta en un solvente y, la eliminacién del grupo protector
permitiendo que el grupo amino de la resina quede disponible para la reaccion de acople
del primer AA. El acople del primer aminoacido se realiza preactivando el AA ya sea in situ
0 en un reactor aparte. La formacién del éster reactivo se realiza utilizando activadores
como las carbodiimidas, sales de uronio, sales de fosfonio, etc. Una vez el AA ha sido
preactivado se mezcla con la resina para formar un enlace amida entre el grupo amino de
la resina y el grupo carbonilo del éster del AA. Luego de la incorporacion del primer AA se
realiza la reaccion de desproteccion, que consiste en remover el grupo protector del grupo
a-amino para que quede libre y disponible para anclar el siguiente AA. Las reacciones de
desproteccion, preactivacion y acoplamiento se repiten hasta sintetizar la secuencia
completa, mientras que los reactivos y los subproductos son eliminados por filtracion. El
producto crudo es clivado de la resina y las cadenas laterales son desprotegidas por

tratamiento de la resina-péptido con un coctel de clivaje que incluye TFA en altas
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concentraciones con pequefias cantidades de compuestos llamados “scavengers” que
reaccionan con los carbocationes (los cuales podrian generar productos indeseados)
generados durante las reacciones de desproteccidn de las cadenas laterales y desanclaje
del soporte sélido. Luego de obtener el péptido crudo, este es precipitado por tratamiento

con éter etilico [102].

Posterior al proceso sintético se debe realizar la purificacion del péptido crudo obtenido, la
purificacién se realiza por RP-HPLC preparativa con el uso de columnas C18, y/o de
intercambio i6nico, en este caso el analito interactia con la fase estacionaria mediante
interacciones: hidrofébica/ionica, hidrofébica/hidrofilica o hidrofilica/iénica [103]. También
se ha reportado la purificacion a través de la extraccion en fase sélida RP-SPE utilizando
un gradiente de elucion, esta metodologia es eficiente, rapida y econémica. Esta técnica
implica la eliminacion de impurezas y la purificacion de analitos en matrices complejas, los
criterios para la seleccién del modo cromatografico estdn asociados a las propiedades

fisicoquimicas de la muestra [104].

La caracterizacion de los péptidos se realiza generalmente mediante analisis de LC-MS,
en los que se utilizan columnas C4, C8 o C18. Las columnas C18 se usan para péptidos
de pequefio o mediano tamafio con caracteristicas hidrofilicas, mientras que para péptidos
de tamafio grande se utilizan las columnas C4 o C8, dado que la cantidad de acetonitrilo
requerida para la elucibn es mayor. La caracterizacion de péptidos a través de
espectrometria de masas se realiza por la comparaciéon de los valores esperados y
experimentales de m/z, lo que adicionalmente permite la identificacion de subproductos
indeseados [105] [106].

En la caracterizacién de péptidos por espectroscopia de masas, la técnica con mayor
popularidad es MALDI-TOF (por sus siglas en inglés: Matrix assisted laser
desorption/ionization — time of flight). En esta técnica se mezcla la muestra con exceso de
una matriz que es sensible al laser como el acido a-ciano-4-hidroxicinamico, vy
posteriormente, la mezcla se seca y se impacta con el laser y la mezcla matriz-analito se
volatiliza y, se genera la ionizacion suave del analito en estado gaseoso, luego se produce
la separacion de los iones en el analizador que procede segun la diferencia del tiempo de
vuelo requerido para llegar al detector y el espectro permite identificar los valores m/z de

los iones identificados por el detector [107].
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4.3.1 Resinas

Un factor importante en el éxito de la SPPS es la eleccién adecuada de la resina a utilizar
dentro de la amplia gama de las que se dispone actualmente, teniendo en cuenta factores
como el grupo funcional requerido en el extremo C-terminal, el caracter polar y la longitud
del péptido, como también la sustitucion de la resina. En este sentido se ha planteado que

la solvatacion de la resina es un factor clave para aumentar la eficiencia de la sintesis [80].

Existen tres categorias principales en las que se agrupan las resinas: hidrofobicas,
hidrofilicas e hibridas. Las resinas hidrofébicas son las mas populares, como la PS-DVB
gue es un copolimero 98:2 de poliestireno y divinilbenceno, formada por esferas de
aproximadamente 50 um de diametro y una carga de 0,5 — 0,8 mmol/g. Esta resina
presenta varias ventajas como su facil adquisicién dado que su oferta es alta y el precio es
bajo; ademéas son inertes a las reacciones involucradas en la sintesis por lo que se
minimiza la probabilidad de reacciones no deseadas; la facilidad de su manejo ya que es
un polvo fino facil de manipular; posee buena capacidad para hincharse con diferentes
solventes organicos como los aproticos no polares (CH2Cl,), y una buena capacidad para
participar en los ciclos de hinchado y contraccion a lo largo de la sintesis (Figura 4-2) [100]
[108]. Sin embargo, se ha reportado que el hinchamiento en solventes apréticos polares
como dimetilformamida (DMF) y 1-metil-2-pirrolidona no genera buenos resultados con un
impacto negativo en la eficiencia del acople del primer AA, por lo cual puede resultar mejor
el uso de mezcla de solventes como CH2Cl./DMF o tolueno/DMF. Otra resina hidrofobica
importante es la resina Jandaldel, en las que se incorporé el grupo 1,4-bis(4-
vinilfenoxi)butano que es mas flexible que el grupo 1,4-divinilbenceno lo cual mejora el
rendimiento al usar solventes polares, por ejemplo una reaccién que puede tomar 8 horas
en los acoples en las resinas PS-DVB, puede realizarse en 30 minutos, al usar la resina
aminometil-derivatizada JandaJel [106] [109]. El uso de esta resina es Util en la sintesis

de péptidos de longitud corta a mediana [110].

Por otro lado, las resinas hidrofilicas se basan en la estructura del polietilenglicol. La resina
de polietilenglicol — poliacrilamida (PEGA) corresponde a la estructura reticulada de
copolimero ternario amino-funcionalizado en la cual se incluyen enlaces éter y amida
secundarios por lo cual tienen caracter hidrofilico caracteristico, aunque son inertes frente

a las reacciones involucradas en la sintesis de los péptidos evitando la produccion de
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impurezas. Desafortunadamente las propiedades de estas resinas no son ideales, ya que
tiene poca estabilidad mecanica y se requiere que siempre esté humedecida para no
fracturar la matriz. Una resina con mejores propiedades mecanicas es la resina reticular
de etoxiacrilato (CLEAR) correspondiente a copolimeros ternarios de alquil éster [108]
[111].

Por ultimo, se incluyen las resinas hibridas que se basan en la estructura de poliestireno /
polietilenglicol, a través de la inclusion de pequefias cadenas de polietilenglicol en una
resina PS-DVB, y permiten un buen hinchamiento en solventes como DMF y acetonitrilo,
manteniendo el hinchamiento constante durante toda la sintesis. La inclusion de cadenas
de PEG en la resina PS-DVB se genera a través de la formacién de un enlace amida, la
resina resultante es PEG-PS que es util en la SPPS-Fmoc/tBu [109].

Figura 4-2. Resinas usadas en SPPS. a) PS, b) PEG, c) PS/PEG.
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Para las sintesis que se realizan bajo la metodologia Boc/Bzl o Fmoc/tBu de forma manual
cualquier resina puede resultar util, aunque es importante tener en cuenta las
caracteristicas de los solventes a utilizar y la estabilidad mecanica de las resinas. En el
caso de sintesis automatizadas la eleccibn de la resina depende del modo de
automatizacion, si la sintesis se realiza por lotes resulta mejor el uso de resina PS-DVB,
mientras que si el flujo es continuo puede ser mejor la eleccién de resinas PEG [100] [109].
Fuente: [106] [109]
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4.3.2 Linkers

El linker es la molécula que funcionaliza la resina y permite el anclaje del péptido. La
sensibilidad del linker hacia los &cidos depende de tres factores: la estabilidad del cation
formado en la reaccion de clivaje, las caracteristicas quimicas del grupo saliente y el
ambiente estérico. Los linkers se pueden clasificar en 2 categorias: los que producen
enlaces de tipo acido carboxilico en el extremo C-terminal y los que generan enlaces tipo
amida primaria. Los linkers de la primera categoria corresponden a especies derivadas de
esteres bencilicos sustituidos (Figura 4-3) con especies alcoxi o anillos de arilo que
permiten producir enlaces péptido-linker labiles a los acidos. Lo anterior implica que el
disefio de linkers incluye la busqueda de moléculas que permiten manipular con facilidad
las caracteristicas del enlace formado. En este tipo de linkers existen algunas dificultades
como la epimerizacién y la baja sustitucion [100]. Los linkers deben ser desprotegidos
previo al acople del primer AA dependiendo de la estrategia sintética utilizada [103].

En el caso de la SPPS a través de la estrategia Boc/Bzl, el enlace péptido-resina tipico es
formado por el éster p-alquilbencilico, que es estable frente a la reaccion con TFA que se
produce en cada uno de los ciclos sintéticos durante la desproteccion del grupo a-amino,
pero labil al tratamiento con HF. Algunas pérdidas del linker que afectan el rendimiento de
las reacciones exigian el desarrollo de moléculas con mayor estabilidad frente a los acidos
por lo que se introdujo el linker fenilacetamidometil (PAM), en el cual el caracter electro-
atractor del sustituyente p-acetilo hace que el linker sea aproximadamente 100 veces mas
estable frente a TFA, lo que permite la sintesis de péptidos de mas de 50 AA sin que haya
pérdida del producto [109] [110] [112].

De manera similar se han desarrollado linkers para la estrategia Fmoc/tBu. El linker Wang
de tipo éster bencilico sustituido se genera por el acoplamiento del alcohol 4-alcoxibencilico
y laresina PS funcionalizada. Aunque la funcionalizacién de este no procede por completo,
fue necesario el desarrollo del linker acido 2-(4-hidroximetil)fenoxiacetico (HMPA), que se
acopla de manera rapida y cuantitativa a la resina aminometil-derivatizada y durante el
proceso de clivaje solamente hay ruptura del enlace linker-péptido, por lo que el linker

permanece enlazado a la resina lo que evita la contaminacién del producto final [106] [112].
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El linker 2-clorotritil es bastante labil a medios acidos y se puede clivar usando TFA 1% en
diclorometano, la cual es una reaccién amigable lo que ha popularizado su uso. Tiene
caracteristicas Unicas ya que el enlace con el péptido se genera mediante una reaccion de
esterificacion del analogo de cloruro de tritilo unido a la resina, adicionalmente ya que el
acido carboxilico actia como nucledfilo en la reaccion, la probabilidad de racemizacion del
AA C-terminal durante el acoplamiento a la resina es muy baja. También el impedimento
estérico generado por el anclaje minimiza la probabilidad de pérdida prematura de la
cadena peptidica asociada a la formacion de dicetopiperazina [109] [113].

Figura 4-3. Linkers que forman enlaces tipo acido carboxilico en el extremo C-terminal.

a X b OMe ¢
HO HO
0 B
® o/\/Y ®
X =H, resina Wang o
X= OMe. resina Sasrin Resmna HMPB

X = H. resina cloruro de trtilo
X= Cl. resina cloruro de 2-clorotritilo

Fuente: [106] [112]

Por otro lado, se ha reportado que los péptidos que forman enlaces tipo amida en el
extremo C-terminal son mas estables a la degradacion proteolitica, por lo que son
interesantes dentro de la sintesis quimica [100]. En este sentido los linkers ricos en
electrones resultan Gtiles, por ejemplo, el linker amida Sieber (Figura 4-4), el cual fue
introducido inicialmente por la funcionalizaciéon de la resina de poliestireno clorometil-
derivatizada, la alta estabilidad del cation xantenil permite el clivaje acido C-N en

concentraciones de TFA ~ 1% [109].

El linker 4-[(2',4'-dimetoxifenillaminometil]fenoxiacetamidametilo (Rink amida) es el méas
popular en la formacion de enlaces tipo amida. Fue desarrollado inicialmente por Rink (a
quien le debe su nombre) y posteriormente por Bernatowicz y colaboradores quienes
propusieron una sintesis sencilla y corta que parte del acido 4-hidroxibenzoico y el 1,3-

dimetoxibenceno, sin embargo, el producto obtenido generaba rendimientos promedio
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menores al 30% convirtiéndolo en un método costoso, lo que ha motivado el desarrollo de
procesos sintéticos que generen mejores resultados. Por lo general este linker se incorpora
a resina de poliestireno y es ideal en la estrategia Fmoc/tBu. La escision de este soporte
se logra con TFA al 95% [114].

Figura 4-4. Linkers que forman enlaces tipo amida C-terminales.

a b c
OMe  NH, OMe NH,
O O HoN O O
MeO ® Meo o/\. 0
Resma Rink amida Resmna PAL Resmna Sieber

Fuente: [103]

4.3.3. Aminoacidos

Los AA se encuentran a lo largo de todas las formas de vida, en su forma libre y como
parte de péptidos y proteinas, en donde estan unidos a través de enlaces de tipo amida.
La produccion de AA simples es realizada por proteasas que actlan sobre péptidos y
proteinas, mientras que la produccién de péptidos y proteinas de tamafio mayor es un
proceso complejo que involucra ARN sintetasa y ARN mensajero y se realiza dentro del
ribosoma. Existen 20 AA proteinogénicos y una gama amplia de AA sintéticos que cumplen
funciones biol6gicas importantes (Figura 4-5). A excepcion de la glicina todos los AA
presentan actividad Optica, y con excepcion de Cys todos presentan configuracion S,
ademas en el caso de lle y Thr los AA tienen dos centros quirales: 3S y 3R respectivamente
[115].
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Figura 4-5. Estructura de AA proteinogénicos.
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La estructura basica de los AA corresponde a 4 grupos sustituyentes unidos al carbono
quiral, que incluyen el grupo carboxilo, que a pH 7 esté disociado formando la especie
negativa COO-, un atomo de hidrogeno y el grupo amino que a pH 7 esta protonado
formando el ion NHs*, mientras que el cuarto sustituyente varia en cada uno de los AA, con
excepcion de la glicina cuyo cuarto sustituyente es un atomo de hidrogeno. Los AA se
pueden clasificar segun sus propiedades acidas, basicas o neutras. Los AA (sustituyente)
no polares son glicina, alanina (metilo), valina (isopropilo), leucina (ter-butilo), isoleucina
(sec-butilo), fenilalanina (fenilo), tirosina (p-hidroxifenil Ala), triptéfano (anillo indol), prolina
(imino). Por otro lado, estan los AA basicos: lisina (amina), arginina (guanidino), histidina
(imidazol), acido aspartico (carboxilo) y acido glutdmico (carboxilo), asparagina (carboxi-
amida) y glutamina (amida) y, AA polares: serina (hidroxilo), cisteina (tiol), treonina
(hidroxilo) [111].

Los AA disponibles comercialmente para SPPS usan grupos protectores temporales de las
cadenas laterales que tienen la funcién de prevenir reacciones no deseadas durante la
sintesis, teniendo en cuenta que los grupos de la cadena lateral son reactivos (Tabla 4-2).
Los grupos protectores usados en SPPS-Fmoc/tBu son labiles al TFA. En este sentido se
debe considerar que posterior a la reaccién de desproteccion con TFA se generan

carbocationes derivados de dichos grupos funcionales que deben ser eliminados para
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evitar la formaciéon de impurezas en el producto crudo. Algunos ejemplos de grupos
protectores de las cadenas laterales mas usados se incluyen en la figura 4-6, como el éster
tercbutiloxicarbonilo (OtBu) para Glu y Asp; el éter tBu para Ser, Thr y Tyr; el grupo
2,2,4,6,7-pentametil-dihidrobenzafuran-5-sulfonilo (Pbf) para Arg; el grupo tritilo (Trt) para
Cys, Asn, GIn y His, y el grupo Boc para Lys y Trp [100] [111].

Figura 4-6. Grupos protectores de las cadenas laterales de los AA.
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Grupo 4-metoxi-2.3 6- ter-butilo Tntilo
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Tabla 4-2. Estructura de los AA disponible comercialmente para SPPS.

AA Funcionalidad protegida Peso AA protegido (g)

Fmoc-Ala- OH N.A. 311,3
Fmoc-Arg(Pbf)- OH Guanidino 648,8
Fmoc-Asn(Trt)- OH Amida 596,7
Fmoc-Asp(OtBu)- OH Carboxilo 4115
Fmoc-Cys(Trt)- OH Tiol 585,7
Fmoc-GIn(Trt)- OH Amida 610,7
Fmoc-Glu(OtBu)- OH Carboxilo 4255
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Fmoc-Gly- OH N.A. 297,3
Fmoc-His(Trt)- OH Imidazol 619,7
Fmoc-lle- OH N.A. 353,4
Fmoc-Leu- OH N.A. 353,4
Fmoc-Lys(Boc)- OH Amina 468,5
Fmoc-Met- OH N.A. 371,5
Fmoc-Phe- OH N.A. 387,4
Fmoc-Pro- OH N.A. 337,4
Fmoc-Ser(tBu)- OH Hidroxilo 3834
Fmoc-Thr(tBu)- OH Hidroxilo 397,5
Fmoc-Trp(Boc)- OH Indol 526,6
Fmoc-Tyr(tBu)- OH Fenol 459,6
Fmoc-Val-OH N.A. 339,4
Fmoc-Cit-OH N.A. 397,4
Fmoc-Hyp-OH N.A. 410,0
Fmoc-Nle-OH N.A. 353,4
Fmoc-6-Ahx-OH N.A. 353,4
N.A.: No aplica

Fuente: [106]

A parte de los 20 AA proteinogénicos existe un gran numero de AA no naturales como
ornitina, hidroxilisina, hidroxiprolina que se encuentran con frecuencia en la naturaleza.
Hasta el momento se han reportado mas de 800 AA no naturales y sintéticos que pueden
integrarse en cadenas lineales y ciclicas que contengan AA naturales en péptidos con
actividad biolégica. Los AA no naturales no hacen parte de cadenas peptidicas naturales,
muchos de estos AA se sintetizan como metabolitos secundarios en hongos o plantas [115]
[116].

Se debe tener especial cuidado con AA como la metionina, que durante el clivaje puede
oxidarse al sulféxido de metionina, lo cual puede reversarse a través de una reaccion de
reduccion con 1,2-etanoditiol (EDT), sin embargo, es recomendable evitar la oxidacion
haciendo uso de atmosferas de nitrdgeno o argén. Adicionalmente, en los péptidos que

contienen cisteina se pueden presentar formacion de puentes disulfuro que conlleven la
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formacion de estructuras ciclicas indeseadas, para evitar estas reacciones se usan
reactivos que generen la reduccion de este tipo de moléculas. También, los péptidos que
contienen triptéfano pueden oxidarse y alquilarse con otras cadenas laterales que no sean

atrapadas por los scavengers durante el clivaje [106] [117].

4.3.4 Reaccion de acople de los AA

La formacién del enlace peptidico se produce por la reaccion del grupo a-carboxilico del
AA gue se desea acoplar y el grupo a-amino del AA que esta anclado a la cadena peptidica
creciente. Sin embargo, la reaccion no procede espontaneamente a temperatura ambiente
(TA), sino que es necesario realizarla a altas temperaturas (200°C aproximadamente), lo
gue podria conllevar a la degradacién de los productos de reaccién. La reaccion de
formacion del enlace peptidico es una reaccién de sustitucion acilica, por esta razén es
necesario activar el acido carboxilico, a través de la conversién del grupo -OH que es mal
grupo saliente en un éster que sea un buen grupo saliente. Para activar los &cidos
carboxilicos se usan agentes de acoplamiento como las carbodiimidas, sales de fosfonio,
iminio o uronio, cloruros de acilo, entre otros, que generan la formacién de moléculas como
anhidridos, esteres, entre otros [118] [119]. Para asegurar la difusion efectiva de estos
reactivos en la resina se deben usar excesos de AA de 2 a 10 veces respecto a la

equivalencia de la resina [120].

Las carbodiimidas son los agentes de acoplamiento mas utilizados, dos de los compuestos
mas importantes de esta clase son: N,N’-dicicliohexilcarbodiimida (DCC) y N,N’-
diisopropilcarbodiimida (DIC), las cuales contienen dos atomos de nitrégeno de caracter
ligeramente basico. En este sentido, se han planteado dos posibles vias para la formacion
del enlace peptidico, en primer lugar, se ha propuesto que durante el acoplamiento del
atomo central de carbono que es altamente electrofilico y propenso a ser atacado por el
anion carboxilo se genera el intermediario O-acilurea que posteriormente formara el enlace
peptidico al reaccionar con el grupo amino, sin embargo el principal inconveniente de la
activacion es un posible reordenamiento obteniéndose la N-acilurea que es inactiva [121];
en segundo lugar se plantea que dependiendo del nimero de excesos de AA, una segunda
molécula de AA reacciona con el éster, llevando a la formacion de un anhidrido simétrico
de AA, que es una potente especie acilante que puede reaccionar con el grupo amino libre,

generando la formacién del enlace peptidico [80]. No obstante, se debe tener en cuenta
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gue el uso de DCC tiene inconvenientes como la formacién de un subproducto N-acilurea
insoluble, por lo cual ha ganado relevancia el uso de DIC que genera un derivado de N-

acilurea que es mas soluble en DMF [108] [110].

Figura 4-7: Mecanismo de preactivacién del aminoacido utilizando DCC y HOB, y su
posterior acople.

Fuente: [121]

Adicionalmente, los ésteres son especies que pueden reaccionar rapidamente con
diferentes nucledfilos como las aminas, lo que implica que la formacion del éster activado
sea un paso fundamental en el acoplamiento que se puede realizar in sitl o por aparte. El
1-hidroxi-1H-benzotriazol (HOBLt) se ha utilizado como aditivo ya que acelera la aminolisis,
minimiza la racemizacion y facilita el uso de condiciones leves de reaccion [108]. Se ha
propuesto que el HOBt reacciona inicialmente con la O-acilurea para formar OBt-ésteres
(pasos By C) conocidos como ésteres activados de HOBLt (Figura 4-7) con alta reactividad
gue son estabilizados por la formacion de puentes de hidrogeno en su acercamiento a la

amina [19]. La especie altamente reactiva, reacciona con el grupo amino libre de la cadena
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creciente que esta anclada a la resina (paso D), para formar un enlace amida (paso E)
[108].

El uso de sales de fosfonio, iminio y uronio como agentes de acoplamiento ha ganado
aplicabilidad. Por ejemplo, el [benzotriazol-1-iloxi(dimetilamino)metiliden]-dimetilazanio-
hexafluoroosfato (HBTU) y el 6xido de hexafluorofosfato N-[(dimetilamino)-1H-1,2,3-
triazol[4,5-b]piridina-1-ilmetileno]-N-metilmetanaminio (HATU) son las sales de uronio méas
utilizadas [111]. El mecanismo sugerido para la activacion del AA con el HBTU se muestra
en la figura 4-8. Inicialmente, una base organica (por ejemplo, DIPEA) elimina el proton
acido del grupo carboxilo (pasos A y B), luego el AA desprotonado ataca al HBTU
generando la formacién de un nuevo enlace, que conlleva a la eliminacion del derivado de
triazol (paso C). Finalmente, el derivado de hidroxibenzotriazol se adiciona al carbonilo del
Fmoc-AA, dando lugar a la formacion del éster activo de HOBt (paso D). Un mecanismo
similar aplica para la activacion con reactivos como el fluoruro de trifluoroborano de
[benzotriazol-1-iloxi(dimetilamino)metilideno] — dimetilazanio (TBTU) y Hexafluorofosfato
de dimetilazanio de [dimetilamino(triazol[4,5-b]piridin-3-iloxi)metilideno (HATU) [122] [123].

Figura 4-8: Mecanismo de la reaccién de activacion del Fmoc-aminoacido con HBTU,

donde R es la cadena lateral de un aminoécido.
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Las sales de fosfonio fueron propuestas por primera vez como reactivos de acoplamiento
por Gawne y colaboradores en 1969. En esta categoria los reactivos de mayor relevancia
son: hexafluorofosfato de (benzotriazol-1-iloxitris(dimetilamino)fosfonio (BOP) vy
hexafluorofosfato de (benzotriazol-1-iloxi)tris(pirrolidino)desfosfonio (PyBOP), los cuales
reaccionan con el grupo carboxilato (generado previamente por la reaccién de 1 eq de
base) para generar inmediatamente anhidridos simétricos. La presencia de un equivalente
adicional de HOBt puede acelerar el proceso de acoplamiento y reducir la pérdida de
configuracion [120] [124] [125].

4.3.5 Estrategia Fmoc/tBu

La estrategia SPPS-Fmoc/tBu fue desarrollada por Carpino en 1970, y se basa en el uso
de condiciones suaves de reaccién debido al sistema de proteccion ortogonal, en el que el
grupo protector del a-amino: 9-fluorenilmetiloxicarbonil (Fmoc) es labil a las bases débiles
como las aminas secundarias, generalmente piperidina al 20 % en DMF. Mientras que los
grupos protectores de las cadenas laterales de los AA ter-butilo (tBu) son labiles a los
acidos por lo que pueden eliminarse por la reaccion con TFA, evitando el uso de sustancias
peligrosas como HF. Adicionalmente esta estrategia ha sido potenciada por la inclusion de
diferentes grupos protectores para las cadenas laterales como Trt, Pbf, Boc. Las anteriores
caracteristicas han permitido que esta metodologia se haya convertido en la méas popular
[112].

La remocion del grupo Fmoc se realiza con piperidina como base débil, pero su uso ha
venido decreciendo debido a su clasificacion como una sustancia controlada, por lo que
posteriormente se popularizé el uso de 4-metilpiperidina. La labilidad del grupo Fmoc a las
bases se relaciona con la formacion de la base conjugada estabilizada por resonancia, el
dibenzofulveno (DBF), la cual se forma tras la eliminacién del hidrégeno &cido del grupo
Fmoc. El mecanismo de eliminacion del grupo Fmoc procede en tres pasos (Figura 4-9).
En el primero ocurre la eliminacion del protdn terciario en la posiciéon 9 del anillo de fluoreno
por una base débil (paso A), y la subsecuente B-eliminacion que genera un intermediario
DBF que es altamente reactivo (paso B), el cual es atacado por otra molécula de piperidina
a través de una adicién de Michael para formar aductos estables (paso C). La reaccién

procede en un solvente donador de electrones y relativamente polar como DMF [126] [127].
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Figura 4-9: Mecanismo de eliminacion del grupo Fmoc del soporte sélido y formacion
del aducto de dibenzofulveno-piperidina en la presencia de piperidina. R: cadena lateral Y:
grupo protector de la cadena lateral Z: O, NH; X: CH2, NH y N(CHs).
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Fuente: [123]

El sistema de proteccion ortogonal permite asegurar que la reaccién de acople de los
Fmoc- AA sea especifica, lo que conlleva una menor produccion de especies no deseadas.
Para que proceda la formacién del enlace peptidico es necesario que el grupo a-amino del
AA anclado al soporte sélido esté desprotegido y permita la formacion del enlace amida
con el éster activo del AA que se desea incorporar. La desproteccion del grupo Fmoc por
tratamiento con piperidina o 4-metilpiperidina suele ser rapida y limpia. La cinética lenta y
los bajos rendimientos de la remocién del grupo Fmoc son indicadores claros de la
agregacion de péptidos [126]. Los requisitos ideales de los grupos protectores son la
incorporaciéon simple en la molécula deseada, alta estabilidad frente a diversas

condiciones, y la reaccién de eliminacién facil y segura [128].

4.3.6 Estrategia Boc/Bzl

Por otro lado, la estrategia Boc /Bzl en SPPS fue introducida por Merrifield en 1963 como
un método de proteccion dependiente del grado de acidez diferenciado de los grupos
protectores [108]. La estrategia Boc/Bzl permite realizar la desproteccion del grupo

protector del a-amino, a través de la eliminacion del grupo Boc por el tratamiento con TFA
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al 20% en DCM (Figura 4-10), sin embargo, el uso repetitivo de TFA durante el proceso
sintético podria llevar a pérdidas a medida que crece la cadena. El grupo Boc es estable a
la accion de bases fuertes y nucledfilos. Por otro lado, los grupos bencilo que protegen las
cadenas laterales son eliminados en el dltimo paso de la sintesis con HF, el uso de este
reactivo ha generado que la estrategia no sea usada masivamente ya que es bastante
peligroso y requiere de equipos especiales para su manejo [80] [103].

Figura 4-10. Esquema general de SPPS mediante la estratega Boc/BzI
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Fuente: [108]

Este tipo de sintesis es especialmente (til en la sintesis de péptidos largos [129] [130]. Los
grupos protectores utilizados en esta estrategia se eliminan de forma eficiente por la
reaccion con HF a través de un mecanismo Sy1, en la que se producen carbocationes que
deben ser atrapados por los scavengers [131]. El alcance de las reacciones secundarias
depende de factores como: tiempo de reaccién, concentracion de los scavengers, los

grupos protectores utilizados, y el péptido sintetizado [132].

4.3.7 Clivaje

El dltimo paso en la sintesis de péptidos es el clivaje del péptido a través de la ruptura del
enlace establecido entre el péptido y el linker de la resina y la desproteccion de las cadenas
laterales de forma simultanea para obtener el producto crudo. Teniendo en cuenta lo
anterior las condiciones de clivaje se ven afectadas por la estructura quimica del linker
(Figura 4-11). Se ha reportado que el linker Rink amida es estable durante el clivaje y por

ende la probabilidad de desprendimiento de la resina es minima, en este caso el enlace
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fenil bencil éter que conecta la resina y el péptido se rompe por la reaccion con TFA
concentrado. Por otro lado, se ha reportado que el linker 2-clorotritil es mas labil respecto

a los acidos, por lo que pueden usarse concentraciones menores de TFA [133].

Figura 4-11. Mecanismo de reaccion del clivaje de péptido en la resina por TFA.
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Adicionalmente, durante la reaccién con los grupos tBu se generan carbocationes
altamente reactivos (paso A), que deben ser atrapados (paso B) para evitar reacciones
indeseadas con las cadenas laterales de los AA como Cys, Met, Ser, Thr, Trp y Tyr (Figura
4-12). Por esta razon son adicionados “scavengers” a la solucién de clivaje los cuales se
encargan de atrapar especies reactivas y preservar la integridad de los AA. El agua es un
“scavenger” moderadamente eficiente para el clivaje de péptidos desprovistos de Cys, Met
y Trp. El etanoditiol (EDT) es generalmente utilizado para el clivaje de péptidos con AA
sensibles, tiene una excelente capacidad para atrapar los carbocationes ter-butilo y el
grupo trityl de Cys. El triisopropilsilano (TIPS) ha exhibido eficiencia para atrapar
carbocationes en secuencias que contienen residuos de Arg y Trp [134]. La eleccién del
coctel de escision depende de la composicion de AA, los grupos protectores de la cadena

lateral y la naturaleza del linker. Se continua con el desarrollo de cocteles de clivaje que
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eviten el uso de reactivos peligrosos, téxicos y malolientes [106]. Entre algunas variables
gue se han evaluado en la optimizacion del clivaje se ha incluido hacer la reaccion irradiada
con microondas. Se reportd que la mayor parte del producto se libera de la resina durante

una reaccion de 5 min, lo que lo convierte en un proceso rapido [135].

Figura 4-12: Mecanismo de desproteccion de las cadenas laterales por el tratamiento con
TFA en la metodologia SPPS — Fmoc/tBu

La reaccion de clivaje puede tomar entre 6 y 24 horas. Luego de obtenido el péptido en
solucion, la adicion de éter frio genera la precipitacion del péptido como un sélido blanco.
La eliminacioén de subproductos y sobrantes de los “scavengers” que no hayan reaccionado
se realiza mediante lavados consecutivos con éter [19]. Sin embargo, algunos péptidos no
precipitan en éter frio, por ejemplo, los péptidos de corta longitud (menos de 5 0 6 AA) o
los péptidos muy hidrofébicos, por lo que se debe retirar el exceso de TFA por rota
evaporacion. Posteriormente el péptido puede disolverse preferiblemente en agua y

liofilizarse para su almacenamiento hasta la purificacion [106].

4.4 Sintesis de péptidos en solucion

La sintesis de péptidos en solucidon fue el primer método de produccion de péptidos y el
Unico disponible para la sintesis de péptidos hasta que la SPPS fue introducida por
Merrifield. Las primeras sintesis de péptidos fueron reportadas por Fischer y Forneau de
forma individual en 1901 (glicilglicina), las cuales fueron realizadas a través de la sintesis
en solucion. Posteriormente en 1932 se reporto la sintesis de un péptido con actividad
similar a la de oxitocina y se sintetiz6 el primer grupo protector reversible del grupo a-amino
[80].

La principal diferencia entre SPPS y la sintesis en solucion es la naturaleza del grupo

protector del grupo carboxilo del primer AA. Cuando dicho grupo protector es una resina



70 Métodos de obtencion de PAMs

insoluble, el método sintético corresponde a SPPS, pero cuando el grupo protector es
soluble en el medio de reaccion el método sintético corresponde a la sintesis de péptidos
en solucion [136] [137]. La sintesis de péptidos en solucién de forma similar a SPPS implica
la formacion del enlace peptidico a través de la activacién del grupo carboxilo mediante la
formacion de un éster, que posteriormente reaccionara con una amina para formar el
enlace peptidico (Figura 4-13). Se ha reportado que la sintesis de péptidos de gran longitud
en solucién se puede realizar a través de la union de pequefios fragmentos de péptidos
sintetizados previamente [138].

Figura 4-13: Esquema general de sintesis de péptidos en solucién
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La desprotecciéon del grupo a-amino es una reaccion clave en la sintesis de péptidos en
solucion y procede através de la eliminacién selectiva del grupo protector Boc para permitir
la posterior elongaciéon de la cadena, lo cual se logra mediante el uso de un acido fuerte
como el acido clorhidrico (HCI) o acido trifluoroacético (TFA) en solventes como 1,4-
dioxano, diclorometano, tetrahidrofurano (THF), acetonitrilo o DMF [139]. Adicionalmente
el método de sintesis en solucidn requiere la purificacion del producto de reaccion después
de cada ciclo de acoplamiento, por lo que se pueden obtener péptidos con un alto grado
de pureza. Por dltimo los procedimientos finales de desproteccion (cadenas laterales de
los AA) corresponden principalmente a: (i) hidrogendlisis catalitica en presencia de paladio
con carbén activado vy (ii) reaccién con TFA a TA durante 1 h y (iii) tratamiento con HF a
0°C durante 1 h [137].
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Sin embargo, la sintesis de péptidos en solucién implica un procedimiento complicado y
gue carece de practicidad ya que demanda mucho tiempo durante las reacciones de
acoplamiento y desproteccion y, produce bajos rendimientos posiblemente debido a los
pasos sucesivos de purificacién y la alta incidencia de enantiomerizacién. Lo anterior ha
generado la necesidad de desarrollar procedimientos que sobrepasen estas limitaciones,
como la sintesis asistida por microondas, los beneficios de este método sintético incluyen
reduccion del tiempo de reaccién, acoplamiento de N-metil AA, sintesis de secuencias
dificiles y un mayor rendimiento de péptidos crudos, por ejemplo, un aumento al 40% del
rendimiento frente al rendimiento del 10% de la sintesis convencional en un lapso de 36 a
48 horas [138].

Es importante tener en cuenta que algunos péptidos debido a su estructura quimica no
pueden ser sintetizados por SPPS, y por ende es necesario recurrir al procedimiento de
sintesis en solucién. Un ejemplo de este tipo de péptidos es la bufalina, la sintesis de este
octapéptido (Tyr-D-Ala-Gly-Phe-NH-NH-Phe-Gly-D-Ala-Tyr) y sus analogos requiere la
sintesis en solucién ya que no es posible la sintesis sobre un soporte polimérico. La
bufalina muestra una alta afinidad en los receptores opioides p y 8 y produce una analgesia

espinal mas robusta que la morfina después de la administracién intratecal [133].

4.5 Monitoreo reaccion de desproteccion y acople

El monitoreo de las reacciones de desproteccion del grupo a-amino y de acople del AA es
importante teniendo en cuenta que la sintesis procede a través de ciclos sintéticos y no
debe iniciarse un ciclo sin que las reacciones del ciclo anterior se hayan completado, por
lo que el monitoreo adecuado permitird obtener productos de mayor pureza y mejores
rendimientos. Los métodos de monitoreo deben ser rapidos, sencillos, confiables y
econdémicos en cuanto sea posible, ya que serd necesario un numero alto de pruebas de
monitoreo durante el proceso sintético. EI monitoreo se basa en la verificacién de que la
amina esté desprotegida para realizar el acople, y que posterior al acople no haya grupos
amina desprotegidos, por lo que se incluyen métodos para el andlisis de aminas primarias:
como el test de Kaiser y la reaccion de azul de bromofenol, mientras que, para aminas
secundarias, particularmente util para prolina se ha reportado el uso de la reaccién de

isatina.
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45.1 Test de Kaiser

El test de Kaiser se basa en la reaccion de ninhidrina y es el método de monitoreo mas
popular, es un ensayo colorimétrico rapido, sencillo y econémico. La prueba consiste en la
reaccion de aminas primarias o secundarias con ninhidrina, la cual genera una coloracion
azul oscura correspondiente al compuesto azul de Ruhemann e indica la presencia de
grupos amino libres indicando que la reaccion de desprotecciéon procedié por completo,
mientras que una coloracién amarilla clara indica que no hay presencia de grupos amino
libres indicando que las reacciones de acoplamiento de los AA fueron completas. El uso
de solventes organicos permite la rapida aparicién de color tras la reaccion, mientras que

el calentamiento de la mezcla alrededor de 100°C permite acelerar la reaccion [123].

El mecanismo de reaccién entre ninhidrina y el grupo a-amino de los AA incluye
inicialmente un paso de deshidratacién de la ninhidrina (pasos Ay B) y la posterior reaccién
con el AA, formando una base de Schiff, luego la base es descarboxilada (paso C).
Finalmente, por reaccién con el agua, el enlace con la cadena lateral (grupo R) se separa
rapidamente del intermedio imino, formando un aldehido y dicetohidrindamina (pasos E y
F). Debido a que la dicetohidrindamina intermedia es una amina primaria, se condensa
nuevamente con ninhidrina, formando el derivado imino dimérico final, que a menudo se

denomina azul de Ruhemann (Figura 4-14, paso G) [133].

Figura 4-14. Mecanismo de reaccion de ninhidrina con el grupo a-amino de AA.
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4.5.2 Reacciéon de azul de bromofenol

El (3,3",5,5"-tetrabromofenolsulfoftaleina) azul de bromofenol es un indicador
colorimétrico util en la deteccion de grupos amino libres durante las reacciones de
desproteccion y acoplamiento de los AA, la reaccidn se basa en un sistema acido — base
entre el indicador y la amina segun la figura 4-15. En condiciones basicas o neutras se
genera la protonacion de los grupos amino libres. La prueba consiste en agregar una
pequefia cantidad a la resina-péptido, si hay grupos amino libres resultado de la
desproteccion la coloracion sera azul, mientras que cuando no hay grupos amino libres
resultado de un acoplamiento completo, se visualiza una coloracién amarilla 0 anaranjada.
En caso de que la coloracion sea verde indica que el acoplamiento no procedié por
completo y son necesarios ciclos adicionales. Este ensayo tiene una alta sensibilidad
asociada al coeficiente de extincion del azul de bromofenol (91800) [140].

Figura 4-15. Reaccién acido — base entre azul de bromofenol y el grupo a-amino
desprotegido.

HO Br

§ HN'H,R

Amarillo Azul

4.5.3 Reaccion de isatina

La prueba de (1H-indol-2,3-diona) isatina es util en la identificaciéon de AA que contienen
aminas secundarias como prolina e hidroxiprolina en medio acido con alta especificidad
debido a la formacion de un aducto de color azul, mientras que durante las reacciones de
acople se espera obtener coloracién rosada. La reaccion corresponde a la adicién entre la
isatina y el grupo imino de los AA (figura 4-16). Teniendo en cuenta que la reaccion con

ninhidrina no permite la identificacion correcta por la interferencia que pueden producir
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otros AA, mientras que los resultados cualitativos con isatina son favorables.
Adicionalmente en este ensayo la intensidad del color se relaciona con la concentracion
del AA [141].

Figura 4-16. Reaccion de isatina y el grupo imino de prolina.

Fuente: [141]



5.Quimeras peptidicas

Teniendo en cuenta el papel importante de los péptidos en la produccion de medicamentos
se emplean diferentes métodos para optimizar sus propiedades fisicoquimicas y actividad
biolégica. Los mecanismos de resistencia de los diferentes microorganismos exigen el
desarrollo de agentes terapéuticos basados en PAMs que posean mecanismos de accion
Unicos y diferentes a los utilizados por los medicamentos tradicionales. Por lo anterior, una
de las estrategias mas atractivas para potenciar la actividad de los péptidos es la sintesis
de quimeras que son péptidos formados por dos 0 mas secuencias de diferente origen, no
son producidos de forma natural y poseen mecanismos de actividad combinados, que
pueden generar aumento de la selectividad y disminucion de la actividad hemolitica [142].

Una quimera peptidica contiene dos o0 mas PAMSs, o fragmentos de las secuencias de dos
o0 mas PAMs (Figura 5-1), por lo cual es importante establecer cual sera el péptido o
fragmento que se ubicara en el extremo N-terminal o el extremo C-terminal de la quimera,
ya que esto puede tener impacto significativo en la actividad antimicrobiana o
anticancerigena de la quimera. Por lo anterior, es evidente que para la producciéon de
guimeras se requiere el uso de protocolos sintéticos mediante el método recombinante o
sintesis quimica con el objetivo de manipular la secuencia con facilidad [143]. Por ejemplo,
se report6 la sintesis de una quimera derivada de melitina y cecropina A, en la cual la
insercion de un residuo de Trp tuvo un efecto positivo sobre la actividad antibacteriana, lo
gue mostro la importancia de la proporcion de AA adecuada en la secuencia, lo que debe
ser explorado experimentalmente. Adicionalmente, la sintesis de quimeras permite la
obtencion de péptidos de mayor longitud por la union de segmentos de pequefio tamafio,
generando una mayor eficiencia del proceso sintético ya que se pueden obtener mejores

rendimientos con menores costos de produccion [144].



76 Quimeras peptidicas

Figura 5-1. Combinacion de dos péptidos en la formacion de una quimera.
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En el disefo y la sintesis de quimeras se deben tener en cuenta las caracteristicas que
tienen impacto sobre la actividad de las quimeras. Uno de los factores relevantes es el uso
de moléculas espaciadoras, el cual se encarga de la unién de los diferentes fragmentos,
ya que puede tener un rol importante para evitar un efecto estérico que afecte la interaccion
de las quimeras con las células, como también modular la selectividad y estabilidad de las
guimeras. En este sentido existen diferentes tipos de enlazador que pueden ser flexibles o
rigidos [145]. La introduccion de AA no naturales es una estrategia que ha mostrado
buenos resultados en la produccion de quimeras activas, ya que estos AA tienen
caracteristicas estructurales unicas. Se ha identificado que la longitud del enlazador tiene
un efecto importante en la actividad de las quimeras [146]. Adicionalmente, se ha planteado
gue la adicion de AA no naturales puede tener impacto sobre los costos del proceso

sintético por lo que se requiere la optimizacion de las condiciones sintéticas [21].

5.1 Diseno de quimeras

Teniendo en cuenta el impacto de la secuencia de la quimera sobre su actividad biologica
el proceso de disefio de la quimera es relevante y se deben tener en cuenta las
propiedades fisicoquimicas de los péptidos de partida como son su caracter hidrofilico o

hidrofdbico, longitud y anfipaticidad, entre otras. Adicionalmente deben establecerse las
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propiedades que se busca mejorar por lo que es necesario evaluar la actividad biolégica
de los péptidos base, su actividad hemolitica y mecanismos de accion sobre los diferentes
patégenos, y a partir de dicha informacién disefar secuencias en las que puedan
eliminarse AA gue no son importantes en la actividad o incluir AA que mejoren la actividad.
En este sentido, se han desarrollado dos enfoques de disefio de quimeras peptidicas:
fusion de péptidos penetrantes en las células con péptidos funcionales (Figura 5-2) y
péptidos hibridos de doble funciéon o multifuncion [21].

Figura 5-2. Fusién de péptido penetrante en las células y un péptido funcional.
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El enfoque de fusién de un péptido penetrante con un péptido funcional ha sido aplicado
de manera recurrente y permite el disefio de quimeras peptidicas que estan compuestas
por un péptido o fraccion de péptido con una gran capacidad de penetrar en las células
objetivo debido a factores como un alto contenido a-helicoidal y una alta anfipaticidad vy,
adicionalmente un péptido o fraccién de péptido que exhiba actividad biolégica especifica
hacia las células objetivo (bacterias, hongos, parasitos y células cancerosas). Esta
estrategia permite lograr mayor efectividad del agente terapéutico y la disminucion de

efectos secundarios sobre los pacientes [147].

Un ejemplo del disefio de quimeras a través del enfoque de péptidos con capacidad

penetrante y péptidos funcionales es el disefo de péptidos de tipo “TfR” en los que se
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incluyen AA como la D-lisina y D-leucina que han mostrado una alta efectividad en la lisis
de la membrana celular cancerosa, pero que no actdan en un objetivo en especifico por lo
gue podria mostrar graves efectos de actividad hemolitica en las células sanas. Por lo
anterior fue necesaria la sintesis de una quimera “TfR” en la que el péptido funcional actua
a través de la union especifica al receptor de transferrina que se sobre expresa en las
células cancerosas en el cual a través de un enlazador de glicina se une el fragmento de
penetracion, permitiendo una efecto terapéutico en células cancerosas a traves de

actividad especifica [148].

Por otro lado, el disefio de péptidos hibridos con funcién dual es una estrategia que permite
la sintesis de péptidos con mecanismos de accidn Unicos, ya que se parte de péptidos que
actlan sobre los patégenos mediante diferentes mecanismos, por ejemplo, péptidos que
se unen al material genético de la célula, otros que inhiben la sintesis de proteinas, y otros
gue inducen lisis de la membrana celular, entre otros. La combinacién de los diferentes
mecanismos de accion también se asocia con un aumento de la efectividad de la accién
biolégica a través de un efecto sinérgico entre las secuencias de la quimera que permite

aumento de la actividad y aumento de la especificidad [21].

5.2 Sintesis de quimeras

La sintesis de quimeras peptidicas se puede realizar a través de sintesis quimica y por el
método recombinante, también se ha reportado la sintesis de quimeras mediante la
combinacion de estos dos métodos sintéticos. En este sentido se plantea la union de los
motivos minimos de actividad biologica de péptidos diferentes con el objetivo de optimizar
el proceso sintético y potenciar la actividad de cada una de las secuencias a través de la
combinacién [149] [150].

Dentro de la eleccién del enlazador se deben evaluar diferentes opciones, dentro de las
gue se pueden incluir AA, secuencias de AA o cadenas hidrocarbonadas que pueden
modificar la geometria y la configuracion estérica de las quimeras de manera que altere la
interaccion sobre los patdgenos y las células cancerigenas. Algunos de los enlazadores
reportados son acido palmitico, D-aminoacidos como B-Alanina, acido 6-aminohexanoico
gue por su longitud de la cadena genera una separacion adecuada de los fragmentos, lo

que ha mostrado un efecto positivo en la estabilidad y cinética de los péptidos [21].
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5.2.1 Sintesis en fase sélida

Como se mostro previamente el método SPPS tiene amplia aplicabilidad en la sintesis de
PAMs, y por ello es evidente que también es relevante en la sintesis de quimeras, como
se observa en la revision bibliografica. Se reporto la sintesis de una quimera derivada de
Melitina y LfcinB a través de SPPS-Fmoc/tBu, utilizando como agentes de acoplamiento
DCC y HOBt. Dentro del disefio de la quimera se incluyeron los fragmentos (1 — 15) de
LfcinB (con una sustitucion de triptéfano en la posicién 10 de la secuencia) y (5 — 12) de
Melitina, ya que se determiné previamente que dichas secuencias son importantes en la
actividad biolégica de los péptidos de los cuales provienen, por lo que se obtuvo una
guimera de 23 AA dentro de la cual no fue incluido ningun enlazador. El clivaje de la
guimera se realizé utilizando un coctel del clivaje compuesto por TFA/Agua/Fenol/TIS/EDT
(82,5:5:5:5:2,5 v/v) durante una reaccién de 2 horas, generando rendimiento global de
reaccion del 21,9%. El disefio de la quimera pretendia generar aumento del contenido a-
helicoidal, con el que se pretendia mejorar la actividad antibacteriana de los péptidos base
[151].

Otra quimera que fue sintetizada a través de SPPS-Fmoc/tBu con el uso de una resina tipo
Rink amida, corresponde a los fragmentos (17-26) de Melitina y (1-7) de HPA3NT3
(derivado de HP(2-20) proveniente de la proteina ribosomal L1 de Helicobacter pylori)
teniendo en cuenta que aunque son péptidos con alta actividad antimicrobiana, la alta
actividad hemolitica que poseen representa una limitacion para su posible aplicacion como
agente terapéutico. En el disefio de la quimera se propuso la obtencién de una estructura
con alta anfipaticidad que permitiera mantener la potente actividad antimicrobiana de los
péptidos, mientras se disminuyera su actividad citotoxica contra células sanas a través de

la manipulacion de la hidrofobicidad de la secuencia [152].

También fueron disefiadas una serie de quimeras derivadas de cecropina A y melitina con
actividad antiparasitaria. Las quimeras contenian 26 AA derivados de las secuencias de
melitina (1-18) y cecropina A (1-8), a partir de las cuales se realiz6 un screening con el
objetivo de evaluar el efecto de las modificaciones sobre la actividad antiparasitaria de las
guimeras. La sintesis se realizé a través de SPPS y la estrategia Boc/Bzl, utilizando una

resina de p-metilbencidrilamina [153]. Por otro lado, se propuso la sintesis de la quimera
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cecropina A(1-8) y melitina (1-12) con el objetivo de evaluar su actividad anticancerigena,
teniendo en cuenta que dichos péptidos poseen actividad citotdxica sobre la linea celular
de cancer de pulmén NCI-H69. La sintesis se realiz6 mediante SPPS-Fmoc/tBu con una
resina Rink amida [154] [155].

También se sintetizaron quimeras derivadas de LfcinB y buforina Il teniendo en cuenta que
los dos péptidos poseen actividad antibacterial ejercida a través de diferentes mecanismos
de accién que pueden ser combinados. Las quimeras contenian los residuos (20-25) de
LfcinB correspondiente al motivo minimo de actividad y los motivos RLLR y RLLRRLLR de
Buforina Il, los cuales fueron ubicados en el extremo C-terminal en unas quimeras y en el
extremo N-terminal en otras quimeras (Figura 5-3). La sintesis de las quimeras se realizé
a través de SPPS-Fmoc/tBu utilizando una resina Rink amida. La desproteccién del grupo
a-amino se realiz6 por tratamiento de la resina con 4-metilpiperidina en DMF, los agentes
de acoplamiento fueron DCC y 6-CI-HOBt en DMF, y el coctel de clivaje fue
TFA/Agua/TIPS/EDT (92,5:2,5:2,5:2,5 v/v). Adicionalmente algunas de las quimeras
incluian como enlazador el acido 6-aminochexanoico con el objetivo de establecer si su
incorporacion facilitaba la sintesis de las quimeras y si tenia influencia sobre la actividad

antibacterial [20].

Figura 5-3. Estructura quimica de la quimera derivada de LfcinB y Buforina I, utilizando

acido 6-aminohexanoico (azul) como enlazador.
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Adicionalmente, se reportd la sintesis mediante la metodologia SPPS-Fmoc/tBu con

rendimiento del 95% de una quimera derivada de cecropina A y LfcinB con la que se
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pretendia optimizar la actividad hemolitica de dichos péptidos y su actividad en BGN y
hongos. El disefio de las quimeras fue apoyado por calculos computacionales con los
cuales se busco establecer las mejores condiciones para la sintesis y las caracteristicas
fisicoquimicas que se deseaban modular en la quimera. Las secuencias contenidas en la
quimera correspondian a cecropina A (1-8) y LfcinB (1-15, W4), para conformar una
quimera de 23 AA [156].

Se reporto la sintesis de una quimera derivada de los PAMs LfcinB y KR-12-a4 ya que
estos son péptidos que poseen actividad antimicrobiana, antiinflamatoria y antibiofilm que
pueden ser potenciadas a través de la sintesis de la quimera, adicionalmente se
incremento la selectividad de los péptidos. La sintesis de los péptidos se realizé a través
de SPPS-Fmoc/tBu en donde se incluyeron las secuencias correspondientes a LfcinB6
(RRWQWR) que corresponde al segmento N-terminal de la quimera, y el fragmento
ubicado en C-terminal correspondiente a KR-12-a4 (KRIVKLIKKWLR) y, un residuo de
prolina que actué como enlazador de los dos fragmentos. La carga neta de la quimera fue
+9, superior a la de los fragmentos que componen la quimera. Adicionalmente hubo

aumento de la anfipaticidad del péptido [157].

También se realizé la sintesis por SPPS automatizada de una quimera a partir de los
péptidos protegrina — 1 y LfcinB, ya que se ha propuesto que protegrina — 1 tiene una
potente actividad antimicrobiana asociada a toxicidad alta sobre las células eucariotas,
mientras que el péptido LfcinB mostrd baja actividad hemolitica hacia los glébulos rojos de
cerdos. Teniendo en cuenta estas caracteristicas en la quimera se combinaron los AA 5-
17 de protegrina - 1 con el motivo minimo de actividad antibacterial de LfcinB, apoyado en

calculos computacionales que permitieron optimizar la secuencia [158].

De acuerdo con lo anterior se observa que la metodologia SPPS-Fmoc/tBu es la mas
popular en la sintesis de quimeras debido a las importantes ventajas que presenta el
método sintético respecto a la sintesis en solucién. Adicionalmente, se ha determinado que
la estrategia Fmoc-tBu es mas popular que Boc/Bzl lo que también se asocia a las
facilidades que ofrece la primera metodologia respecto a la segunda. También se ha
explorado el uso de diferentes resinas funcionalizadas con una amplia gama de linkers que

permite optimizar las condiciones experimentales de sintesis.
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5.2.2 Método recombinante

La sintesis de quimeras derivadas de melitina ha sido explorada ampliamente por lo cual
existen diferentes ejemplos de este tipo de péptidos. Con el objetivo de optimizar los
pardmetros fisicoquimicos como: carga, anfipaticidad e hidrofobicidad, se combinaron
péptidos de la melitina con cecropina A y cecropina B. Las secuencias disefiadas
corresponden a CAM: Cecropina A (1-7) - Melitina (4-11) y CBM: Cecropina B (1-7) —
Melitina (4-11) (Figura 5-4). La sintesis de las quimeras se realiz6 mediante la expresion
de los plasmidos de CAM y CAB en la bacteria Pichia pastoris en medio BMGY (extracto
de bacterias al 1%, peptona al 2%, buffer de fosfato de potasio 100 mM, glicerol al 1%).
Posteriormente las células se centrifugaron a 3000 rpm y se resuspendieron para inducir
la expresion de las quimeras recombinantes, por ultimo, el cultivo resuspendido se dejé

crecer por 48 horas y se centrifug6 a 12000 rpm [159].

Debido a la alta actividad hemolitica asociada al extremo C-terminal del péptido melitina
se propuso la sintesis de una quimera que contenia el fragmento N-terminal de este
péptido (1-13) combinado con el fragmento (17-30) del péptido catelicidina LL-37 al cual
se asocia alta actividad antibacteriana, con el objetivo de potenciar dicha actividad
minimizando la citotoxicidad de melitina, mejorando la interaccién con las membranas y
logrando una insercién profunda en las células bacterianas. La quimera fue expresada en
E. coli BL21, utilizando el plasmido pET SUMO-M-L, el cultivo se realiz6 en caldo LB que
contiene 1% de glucosa a 37°C y se agitd6 a 200 rpm. Se adiciond isopropil b-D-1-
tiogalactopiranosido para inducir la expresion de la proteina de fusion recombinante. Las
células posteriormente se centrifugaron a 13000 rpm por 2 minutos y se resuspendieron
en el buffer de lisis, se centrifugaron de nuevo y el sobrenadante fue purificado. Por Gltimo,
la proteina SUMO-M-L reaccion6 con una proteasa por 3 horas, la quimera se obtuvo tras
el clivaje del motivo Ni-NTA [160].
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Figura 5-4. Estructura quimica de las quimeras a) Cecropina A(1-7) — Melitina (4-11) y b)
Cecropina B(1-7) — Melitina (4-11)
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Adicionalmente se propuso la sintesis de quimeras derivadas de Melitina y Tanatina
teniendo en cuenta que la melitina ha presentado actividad contra S. aureus Yy la tanatina
no tiene actividad sobre esta bacteria, mientras que la actividad hemolitica de melitina es
mucho mayor a la de tanatina, por lo que se esperaba que el disefio de la quimera generara
un aumento de espectro en la actividad de tanatina y optimizacién de la actividad
hemolitica de la melitina, para la cual se consider6 que la modificacién de los AA del
extremo C-terminal tendria un efecto positivo. El disefio de la quimera incluyo los AA (12-
26) de melitina reemplazando la Ala de la posicion 15 por Lys en la region N-terminal de la
guimera mientras que la tanatina estaba ubicada en la region C-terminal de la quimera. La
expresion de la quimera se llevé a cabo en E. coli, posteriormente se realizd la
fermentacion, separacion, hidrélisis acida y purificacion. En la sintesis se utilizé el motivo

enlazador Alanina-glicina-prolina [161].

Por otro lado, la combinacién de los pardmetros de los PAMs como LfcinB y cecropina A
permitiria la potenciacion de la actividad de estos péptidos, como también un espectro de
actividad méas amplio sin que hubiera aumento de la actividad hemolitica. En este sentido

se propuso la sintesis de una quimera que contenia los fragmentos LfcinB (1-15), en la que
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se reemplaza el residuo de Met en la posicién 10 por un residuo de Trp, y Cecropina A (1-
8). Adicionalmente se disefié un enlazador compuesto por 3 AA: -GSG- el cual tendria
impacto positivo en la actividad de la quimera. La sintesis inicio con el disefio de la
secuencia de ADN que codifica la quimera LF15-CA8, dentro de la cual también se incluyé
el motivo Asp-Pro para facilitar el clivaje del péptido a partir de la proteina de fusion en el
plasmido pGEX-4T-LCn. La bacteria utilizada para la produccion de la quimera fue E. coli
BL21, las células fueron cultivadas en medio LB a 37°C durante toda la noche.
Posteriormente el cultivo fue centrifugado a 4000 rpm y resuspendido en buffer [162].

La sintesis de quimeras permite la identificacion de AA o motivos dentro de los péptidos
gue modulan la actividad bioldgica y a partir de dicha informacién la produccion de péptidos
sintéticos con actividad bioldgica potenciada, por lo cual se propuso realizar la sintesis de
una quimera derivada de LfcinB y tanatina. La secuencia propuesta corresponde a los AA
1-15 de LfcinB, en el cual el residuo de Met en la posicion 10 fue reemplazado por un
residuo de Trp, combinado con los AA 4-21 de Tanatina, para obtener una quimera de 33
AA. El organismo utilizado fue E. coli BL21 en la expresion de la proteina de fusion. Se
disefio la cadena de ADN correspondiente a la quimera LFT33, adicionalmente el motivo
por el cual se realiz6 el clivaje correspondiente a (DDDDK), el plasmido es pET-LFT, las
colonias fueron sembradas en agar LB con ampicilina durante una noche. El péptido fue
clivado de la proteina de fusidn por la adicidn de enteroquinasa y digestion por 16 horas a
21°C [163].

Se reportd la sintesis de una quimera derivada de buforina Il y cecropina B, teniendo en
cuenta que los dos péptidos presentan actividad antibacteriana, aunque se han propuesto
mecanismos de accién diferentes para cada uno, en donde la buforina Il no tiene un
mecanismo litico mientras que la cecropina B si lo tiene, por lo cual se puede prever
aumento de la actividad en la quimera por la combinacién de los mecanismos de accion.
En la sintesis se us6 como enlazador el motivo (GGGGS). El microorganismo utilizado
para la expresion de la quimera fue E. coli BL21 y el plasmido corresponde a pET32-BC.
Se realiz6 el cultivo en medio LB suplementado con ampicilina, y se incub6 por una noche
a 37°C [164].
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5.3 Actividad biolégica de las quimeras

5.3.1 Actividad antibacteriana

Como se ha mencionado anteriormente uno de los objetivos mas importantes en el disefio
y sintesis de quimeras peptidicas es la potenciacion de la actividad antimicrobiana de los
péptidos que conforman la quimera. En este sentido se han reportado diferentes quimeras
derivadas de melitina y cecropina A como las incluidas en la tabla 4-1 denominadas con el
nombre CAMEL. La quimera CAMELO contiene 15 residuos correspondientes a la
combinacién de los fragmentos cecropina A (1-7) y Melitina (2-9) y mostré mayor actividad
gue la de los antibidticos tradicionales y la de los péptidos cecropina A y melitina frente a
las bacterias anaerobicas evaluadas, mostrando también una disminucion de la actividad
hemolitica. Adicionalmente fue activa contra BGP y BGN. Adicionalmente se evalud la
actividad de péptidos analogos de CAMELO en los cuales se observé alta susceptibilidad
de C. difficile y B. fragilis, por lo que se determiné que CAMEL24 y CAMEL42 (en la cual
se eliminé un residuo de Lys del fragmento de cecropia A) presentaban actividad mejorada
y por ende menores valores de CMI, lo que se asocié a los mecanismos de accion usados
por las quimeras CAMEL como la disrupcién de la membrana celular de las bacterias. Las
quimeras CAMEL135 y CAMEL136 presentaron disminucién de la actividad antibacteriana
relacionada a la disminucién de la longitud de los fragmentos lo que pudo afectar regiones

de actividad en dichas secuencias [149].

También, se reporto la sintesis de quimeras derivadas de la secuencia CM15 (cecropina A
- melitina) enriquecidas en lisina con el objetivo de aumentar la anfipaticidad de la quimera
y establecer su efecto sobre la actividad antibacteriana y hemolitica. Se determind que en
general todas las quimeras tuvieron actividad potente contra E. coli superior a la de CM15,
por lo que se establecio que el aumento de la anfipaticidad tuvo un efecto positivo sobre la
actividad antibacteriana. Por otro lado, se observé disminucion de la actividad hemolitica
en todas las quimeras, especialmente en las que estan enriquecidas con dos residuos de
Lys. Adicionalmente, se observd en general un aumento de la selectividad en todas las
quimeras [165] [166].
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La quimera LFM23 (derivada de LfcinB y melitina) mostré aumento de la actividad y del
espectro sobre las BGP y BGN, lo cual por un lado se asocié a la inclusién de un residuo
de Trp, ya que previamente se habia reportado que este AA actia como ancla del péptido
en la membrana celular de las bacterias y es crucial durante el proceso en el que los
péptidos atraviesan la membrana. Adicionalmente se reporté que no se observoé actividad
hemolitica de LFM23, por lo que se estableci6 que la quimera retiene la actividad
antibacteriana de LfcinB y melitina, pero no la actividad hemolitica de melitina
convirtiéndola en una opcién interesante en el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos
[151]. Por otro lado, se reporto la sintesis de quimeras de Melitina y Cecropina A (BP100
y W-BP100) modificada con un residuo de Trp, el cual tuvo efecto positivo sobre la actividad
antibacteriana y el amplio espectro de actividad de la quimera. Se observé aumento de la
actividad antibacteriana de W-BP100 en un factor entre 18 y 30 veces en BGP, mientras
gue en BGN el efecto no fue significativo. Después de la modificacién realizada con la
inclusion del residuo de Trp se mantuvo la carga neta de la quimera que era un factor clave
para establecer enlaces de puentes de hidrogeno con las cabezas polares de los
fosfolipidos [144].

Por otro lado la sintesis de quimeras derivadas de los péptidos melitina, HP(2-20) y
cecropina A permitié establecer la actividad de dichos compuestos sobre 19 cepas de A.
baumannii resistentes a colistina con valores bajos de CMI, lo que comprobé la alta
potencia que poseen los PAMs involucrados y su amplio espectro de actividad ya que se
observé efecto sobre todas las cepas evaluadas con mejores resultados para la quimera
CAME comparado con la quimera HPME (tabla 5-1), por lo que se establecié que la
combinacion de secuencias en el disefio de quimeras tuvo un efecto positivo sobre la
actividad antimicrobiana [155]. También, se report6 la sintesis de una quimera que
contiene fragmentos de melitina y catelicidina LL-37 [Mel(1-13)-LL37(17-30)] en la que se
determiné el aumento de la actividad a través de la sintesis de la quimera ya que los valores
de CMI en las cepas evaluadas fueron mas bajos para la quimera, que para los fragmentos
precursores y, también se observé que la quimera no exhibié citotoxicidad sobre los
eritrocitos, como la observada con el fragmento de melitina. En este sentido se concluyé
gue las modificaciones afectaron la estructura secundaria de la quimera con un mayor
contenido a-helicoidal que el de los fragmentos combinados y, tuvieron un efecto positivo

en la actividad biol6gica de la misma [160].
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La quimera derivada de melitina y tanatina META fue evaluada en cepas de BGP y BGN
como E. coli, S. aureus y B. subtilis en las cuales se observé aumento de la actividad
antibacteriana, mientras que la actividad hemolitica disminuyé respecto a las secuencias
de tanatina y melitina, el cual ha sido un factor limitante para su aplicacion como agente
terapéutico. En la estructura secundaria de la quimera se determiné aumento del contenido
a-helicoidal en el segmento de melitina. Se observé retencion de la actividad en la quimera
contra S. aureus por lo que se propuso gue no se presento interferencia espacial entre las
secuencias y que la quimera retuvo la actividad de cada fragmento [161].

Se report6 la sintesis de una quimera derivada de LfcinB y cecropina A (LF15-CA8) que
fue evaluada sobre diferentes BGP y BGN, mostrando en general aumento de la actividad
frente al segmento LfcinB (1-15) y en el caso de S. aureus aumento también de la actividad
frente al segmento de cecropina A (1-8), que se asoci6 a la formacion de la estructura a-
hélice en la quimera con una adecuada separacién espacial entre los fragmentos
establecida por el enlazador (GSG), mientras que la actividad hemolitica de la quimera
resulté bastante similar a la de los fragmentos base. Adicionalmente se determiné

ampliaciéon del espectro de actividad en BGP y BGN por la quimera [162] [167].

Respecto a quimeras derivadas de LfcinB, se disefié una quimera derivada del fragmento
LfcinB6 y el péptido KR-12-a4 (Lf-KR) para la que se determiné aumento del espectro de
actividad frente a BGP y BGN, con aumento de la actividad en un factor de 6 veces
respecto al péptido KR-12-a4, lo que implica que la actividad de esta quimera fue
comparable con la de melitina. Adicionalmente se establecié que la quimera no poseia
actividad hemolitica, mejorando el indice de selectividad de la quimera respecto a KR-12-
a4 y su potencial terapéutico. En este sentido, se ha propuesto que la actividad
antimicrobiana de los péptidos esta influenciada por la carga positiva y la hidrofobicidad de
sus estructuras, lo que se relaciona estrechamente con la anfipaticidad caracteristica de la
a-hélice [157].

Respecto al PAM Buforina Il la exploracion respecto a la sintesis de quimeras ha sido mas
limitada, sin embargo, se han reportado resultados interesantes de la actividad
antibacteriana de péptidos quiméricos que contienen dicha secuencia. Un ejemplo es la
sintesis de la quimera BUII-CB (derivada de buforina Il y cecropina B) para la cual se evalué

la actividad antibacteriana frente a E. coli DH5 y B. subtilis y se determind que la quimera
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tiene actividad contra las BGP y BGN, y ademas se concluyé que se debe optimizar la

expresion de las quimeras para que el proceso sea Util [164].

Posteriormente se reportd la sintesis de quimeras derivadas de LfcinB y buforina 1I,
mediante el uso de SPPS y quimica click y, en el disefio de las quimeras se incluyeron los
motivos minimos de actividad de los péptidos, correspondientes a los fragmentos
LfcinB(20-25) y Buforina Il (17-20) y, el acido 6-aminohexanoino como espaciador, cuya
actividad fue evaluada en BGP y BGN, demostrando la viabilidad sintética de este tipo de
compuestos y la potenciacion de la actividad antibacteriana de los péptidos precursores.
Por una parte, se determin6 que el &cido 6-aminohexanoico actia como modulador de la
actividad antibacteriana favoreciendo la actividad sobre BGN segun los resultados de las
quimeras LfB-BU9 y LfB-BU10. Adicionalmente se estableci6 que la actividad fue
potenciada por la inclusion del palindromo RLLRRLLR derivado de Buforina Il, mientras
gue la ubicacién del fragmento LfcinB(20-25) en el C-terminal o N-terminal de las quimeras
no afecto la actividad. Se debe tener en cuenta que las quimeras estan compuestas por
un péptido que actla a través de la lisis de la membrana celular de las bacterias (LfcinB) y

otro que se internaliza en la célula (Buforina II) [20].

Tabla 5-1. Actividad antibacteriana de quimeras peptidicas derivadas de buforina Il,

lactoferricina bovina y melitina.

) ) ) CMmI CMB Método de
Quimera Secuencia Bacteria y Ref.
(LM) (LM) obtencion
C. difficile 1,1
CAMELO KWKLFKKIGAVLKVL
B. fragilis 1,1
CAMEL24 C. difficile 0,6
KWKLFKIGAVLKVL
B. fragilis 0,6
CAMEL42 C. difficile 1,2
WKLFKKIGAVLKVL
B. fragilis 1,2
CAMEL101 C. difficile 1,2
KWKLKKIIVLKVL N.R. SPPS-Fmoc | [149]
B. fragilis 1,2
C. difficile 2,7
CAMEL102 WKLKKIIVLKVL _
B. fragilis 1,4
C. difficile 1,4
CAMEL110 WKLKKIIVLKVL
B. fragilis 1,4
C. difficile 3,4
CAMEL135 WRLKKIIVK _
B. fragilis 3,4
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C. difficile 3,5
CAMEL136 WLKKIIVKL _
B. fragilis 3,5
E. coli 0,5-1
CM15 KWKLFKKIGAVLKVL
S. aureus 0,5-2
) 0,25-
E. coli
CM15-K4 KWKKFKKIGAVLKVL 0,5
S. aureus 16
E. coli 0,5-1
CM15-K10 KWKLFKKIGKVLKVL
S. aureus 1-2
E. coli 1-4 N.R. SPPS [165]
CM15-K14 KWKLFKKIGAVLKKL
S. aureus 4-8
E. coli 0,5
CM15-K4,10 KWKKFKKIGKVLKVL
S. aureus 16
E. coli 1-2
CM15-K4,14 KWKKFKKIGAVLKKL
S. aureus > 16
E. coli 1,0
CM15-K10,14 KWKLFKKIGKVLKKL
S. aureus 4-8
E. coli 11,0
FKCRRWQWRWK i SPPS-
LFM23 P. aeruginosa 21,9 N.R. [151]
KLGARLKVLTTG Fmoc/tBu
S. aureus 11,0
LFcinH18- TKCFQWQWRMKK 8.0
24/B24-41 LGAPSITCVRRAF '
LFcinB17— FKCRRWQRNMRK 48
23/H25-42 VRGPPVSCIKRDS SPPS-
E. coli N.R. [167]
LFcinB17— FKCRRWQWNMRK 48 Fmoc/tBu
24/H26-42 VRGPPVSCIKRDS
LFcinB17- FKCRRWQWRMRK -
25/H27-42 VRGPPVSCIKRDS
S. aureus 10
FKCRRWQWRMK _ Método
LF15-CA8 E. coli 10 N.R. ) [162]
KLGAKWKLFKKI i recombinante
P. aeruginosa 21
A. baumannii 1 | 3,12
CAME KWKLFKKIGIGAVLKVLTTG | A. baumannii 2 3,12
A. baumannii 6 6,25
_ N.R. | SPPS-Fmoc | [155]
A. baumannii 1 6,25
HPME AKKVFKRLGIGAVLKVLTTG | A. baumannii 2 12,5
A. baumannii 6 12,5
E. coli 1,0
Mel(1-13) GIGAVLKVLTTGLF método
S. aureus 1.3 N.R. ) [160]
LL37(17-30) KRIVQRIKDFLRN recombinante
L. mono 1,4
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) 1,2 -
E. coli
2,5
GLPLLISWIKRKRQQGSK 1,2 -
META S. aureus N.R. SPPS [161]
KPVPIIYCNRRTGKCQRM 25
- 25—
B. subtilis
5
S. aureus 4
B. subtilis 4
Lf-KR RRWQWRPKRIVKLIKKWLR i N.R. | SPPS - Fmoc | [157]
E. coli 8
P. aeruginosa 8
S. aureus 23
LfB-BU8 RRWQWR-Ahx-RLLRRLLR E. coli 11
P. aeruginosa 11
S. aureus 131
LfB-BU9 RLLRRRWQWR E. coli 33
P. aeruginosa 131
S. aureus 122
i SPPS-
LfB-BU10 RLLR-Ahx-RRWQWR E. coli 15 N.R. [20]
i Fmoc/tBu
P. aeruginosa 61
S. aureus 46
LfB-BU11 RLLRRLLR-Ahx-RRWQWR E. coli 6
P. aeruginosa 23
S. aureus 48
LfB-BU12 RRWQWR-Ahx-KLLKKLLK E. coli 12
P. aeruginosa 48
S. aureus 19,0
E. coli 1,2
BP100 KKLFKKILKYL P. aeruginosa 1,2
) 76,0 -
E. faecalis
151,9 SPPS-
N.R. [144]
S. aureus 0,9 Fmoc/tBu
E. coli 0,5
W-BP100 WKKLFKKILKYL ) 0,9-
P. aeruginosa
1,9
E. faecalis 1,9

N.R.: No reportado
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5.3.2 Actividad antifungica

La candidiasis es una enfermedad que gana relevancia dia tras dia y es particularmente
importante en nifios y personas con diabetes. Teniendo en cuenta que C. albicans presenta
resistencia contra un gran nimero de antimicoticos es necesaria la busqueda de nuevas
opciones terapéuticas. En este sentido, se disefi6 una quimera de 35 AA derivada de
LfcinB y lactoferrampina, el péptido correspondiente a los AA 268-284 de lactoferrina que
tiene potente actividad antifangica contra C. albicans asociada a la alta carga neta positiva
(+12) que posee en el extremo C-terminal y la estructura a-hélice del extremo N-terminal,
la cual ha exhibido actividad antifangica. La quimera fue sintetizada a través de SPPS-
Fmoc/tBu, utilizando como enlazador de los dos fragmentos el &cido Fmoc-L-Y-
aminobutirico. Se determiné que la quimera posee mayor actividad contra C. albicans que
los fragmentos iniciales lo que se asocio al papel que juega el enlazador de lisina al
establecer una estructura a-hélice rigida. Adicionalmente se establecié que la quimera
induce la destruccién de los liposomas de fosfatidilglicerol a concentraciones menores del
0,75% de los péptidos por la fuerte interaccion electrostatica con las membranas. Aunque
se debe tener en cuenta que la carga negativa de C. albicans es menor que la de las
bacterias, por lo que se propone que hay mayor importancia de las interacciones
hidrofdbicas [168].

Por otro lado, se report6 la sintesis de una quimera derivada de cecropina A y melitina
(CAM) que contiene 13 AA de cecropina Ay 13 AA de melitina la cual ha exhibido actividad
bactericida y una quimera que contiene 4 residuos de Trp sustituyentes (CAM-W) en las
posiciones 5,11,21 y 25, con el objetivo de potenciar la actividad antifangica y mejorar la
estabilidad. Se determiné que la actividad antifiingica de la quimera CAM-W fue mayor que
la de CAM lo que se relaciona también con la mayor estabilidad de CAM-W frente a las
proteasas usadas por estos microorganismos como la proteasa V8, pepsina y tripsina. Sin
embargo, se determiné que CAM-W present6 alta actividad hemolitica contra las células
sanas, este resultado es importante para el disefio de quimeras con mayor indice
terapéutico. Por ultimo, se reportd aumento del contenido a-helicoidal en la estructura
CAM-W respecto a CAM a lo que se asocia un rol importante en la actividad antifingica
[169].
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Teniendo en cuenta que la estructura de la membrana celular de algunos hongos posee
similitudes con las células sanas de los humanos, es importante disefiar compuestos con
actividad antifungica que puedan actuar selectivamente sobre las células de los patégenos,
y por ello se ha reportado el disefio de quimeras que contienen fragmentos de cecropina
A 'y melitina, disminuyendo la actividad hemolitica asociada a estos PAMs. La evaluacion
de la actividad antifungica se realizé sobre la especie Trichosporon beigelli, ya que es un
hongo con alta prevalencia y que ha presentado resistencia a antimicéticos como
anfotericina B en un nimero importante de pacientes. Se sintetiz6 inicialmente la quimera
CA(1-8)-ME(1-12) y a partir de esta secuencia se disefiaron 4 anélogos en busqueda de
aumentar el contenido a-helicoidal de las quimeras (Tabla 5-2). En este sentido en el
analogo 1 se reemplazaron los AA de las posiciones 18y 19 con Lys y se observo aumento
del doble de la actividad antifiingica con una baja actividad hemolitica. Por otro lado, en el
anélogo 2, la posicion 12 del analogo 1 fue sustituida con un residuo de Ala para aumentar
el caracter hidrofilico de la quimera, y se obtuvo actividad antifungica del 25% respecto al
analogo 1, sin alteracion de la actividad hemolitica, mientras que en anélogo 3 se realizaron
sustituciones con el objetivo de reducir la hidrofobicidad del analogo 1, y se determiné que
las modificaciones no tuvieron efecto sobre la actividad antifiingica y hemolitica del analogo
1. Mientras que en el analogo 4 se reemplazé el residuo de Lys por Val del analogo 3 en
la posicion 19 y se observé una reduccién de la actividad antifingica en el 80% sin

alteracion de la actividad hemolitica [170].

Por otro lado, se reportd la sintesis a través de SPPS-Fmoc/tBu de la quimera BP21
derivada de cecropina A y melitina y se evalu6 su actividad antifangica en patégenos que
atacan a los frutos citricos: P. digitatum, P. italicum y G. candidum. Se determiné que la
qguimera BP21 inhibe el crecimiento de los tres hongos a una concentracién de 8 pM, a
través del ataque a la membrana celular de estos microorganismos que resulta crucial en
los procesos metabdlicos ejercidos por los sistemas celulares fangicos y adicionalmente
permite la fuga de componentes intracelulares, adicionalmente, se observé que una mayor
concentracion de la quimera genera un mayor dafio en las membranas celulares a través
la permeacion y desintegracion de las membranas. Sin embargo, la actividad hemolitica
del péptido no es baja por lo que deben realizarse mayores modificaciones con el objetivo

de mejorar el indice terapéutico de la quimera [171].
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La Histatina 5 es uno de los PAMs mas importantes para los humanos y se ha reportado
gue posee una potente actividad fungicida y bactericida, es un PAM de 24 AA producido
por la protedlisis de Histatina 3, adicionalmente, se ha postulado que actta en C. albicans
a través de la produccion de ROS. Se ha establecido que los 12 AA de la region C-terminal
de Histatina 5 son cruciales en la actividad sobre C. albicans. Teniendo en cuenta lo
anterior y que el PAM P113 corresponde a los 12 AA claves de Histatina 5, se disefiaron
quimeras que contienen el motivo WLN del péptido 18Hc al PAM P113. Se concluyé que
la sintesis de las quimeras fue efectiva y tuvo efecto positivo en el aumento de la actividad
fungicida en aproximadamente el doble y adicionalmente no se detectdé actividad
hemolitica, por lo que se logré establecer que las quimeras son alternativas adecuadas
para eliminar las limitaciones que poseen estos PAMs. Adicionalmente se observo que la
produccion de ROS es un mecanismo adicional de actividad fungicida de los péptidos
derivados de Histatina 5, y la quimera di-PH2 mostré la mayor tasa de produccion de ROS
[172].

También se han disefiado quimeras derivadas del fragmento N-terminal de cecropina B y
el fragmento C-terminal de tanatina, a través del método recombinante y la expresion en
E. coli y se evalu6 el efecto de la inclusion o eliminacién de AA especificos sobre la
actividad antifingica en S. cerevisiae y C. albicans. Por un lado, se determiné que la
guimera con mayor actividad era CB-TH y por otro lado se observd que la sintesis de la
guimera tuvo impacto positivo en la actividad antifangica, ya que al evaluar previamente la
actividad de los precursores cecropina B y tanatina sobre dichos hongos no se observé
ningun efecto, pero teniendo en cuenta que los mecanismos de accién de los PAMs base
son diferentes no se logré establecer una hipotesis clara sobre el mecanismo de actividad

antifangica [173].

Aunque ha sido dificil el desarrollo de nuevas moléculas con actividad antifingica debido
a la adaptabilidad de estos microorganismos, la manipulacién de las secuencias de los
PAMs ha permitido obtener compuestos con caracteristicas fisicoquimicas que resultan
Gtiles en el disefio de moléculas con potencial terapéutico. Una de estas moléculas es la
guimera Hn-Mc que contiene los fragmentos N-terminal (1-7) del péptido HPA3NT3 y C-
terminal (17-26) de melitina, en el cual se esperaba aprovechar la alta actividad antifingica
de melitina pero disminuyendo su actividad hemolitica con la unién del fragmento de

HPA3NTS3, teniendo en cuenta que este ha mostrado alta actividad contra un amplio
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espectro de bacterias por lo cual se esperaba que resultara Util en la accién contra hongos
a través de la produccion de ROS. Se propuso inicialmente que el extremo N-terminal de
HPA3NT3 se une a la célula fungica mientras que el extremo C-terminal es responsable
de atravesar la membrana celular. En este sentido se realizo la evaluacion sobre cinco
hongos y seis células de moho. Se determin6 que la quimera logro inhibicién sobre todos
los microorganismos evaluados, lo que refleja su amplio espectro de accion con valores de
CMl entre 1y 16 pM, exhibiendo una mejor actividad en mohos que en hongos. En este
sentido la diferencia no fue significativa respecto a los péptidos base, pero de forma
interesante se observd disminucion importante de la actividad hemolitica, por lo que se
considera que la quimera es una molécula interesante en investigaciones posteriores para
potenciar la actividad mediante la modificacion de la secuencia. Adicionalmente se logré
establecer que la quimera actia por mecanismos diferentes a la lisis de la membrana [174].

Tabla 5-2. Actividad antifingica de quimeras peptidicas derivadas de buforina Il,

lactoferricina bovina, melitina y otros PAMSs.

Quimera Secuencia Hongo CMI CMF Método de Ref.
(UM) (UM) obtencion
A. flavus 3,7*
A. fumigatus 3,7*
CAM KWKLFKKIEKVGQ A. niger 3,2*
GIGAVLKVLTTGL C. albicans 4,0*
S. cerevisiae 5,0*
T. viride 4,6* Método
A. flavus N.R. 0,7* recombinante [169]
A. fumigatus 1,0*
CAM-W KWKLWKKIEKWGQ A. niger 0,9*
GIGAVLKWLTTWL C. albicans 0,9*
S. cerevisiae 1,3*
T. viride 1,2*
CA(1-8)-
ME(1-12) KWKLFKKIGIGAVLKVLTTG 2,3
Analogo 1 KWKLFKKIGIGAVLKVLKKG o 1,1
Andlogo 2 | KWKLFKKIGIGKVLKVLKKG | |- Peigell 23 | VR | Fmoc-SPPS ) [170]
Analogo 3 KWKLFKKIGIGALLKAAKKG 1,1
Analogo 4 KWKLFKKIGIGALLKAAKVG 4.6
P. digitatum 8 8 Fmoc-
BP-21 FKLFKKILKVL P. italicum 8 8 [171]
- SPPS/tBu
G. candidum 2 6
C. albicans
SC5413 1-2
C. albicans
HHP1 WLNALLHHGYKRKFH COARM14020 1-2 N.R. SPPS [172]
C. albicans 1-2
CCARM14021
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C. albicans
SC5413 510
. C. albicans
di-PH1 (AKRHHGLNCAKGVLA): CCARM14020 5-10
C. albicans 1,3-
CCARM14021 2,5
C. albicans 0,3-
SC5413 0,7
. C. albicans 0,3—-
di-PH2 (AKRHHGLNCAKFH)2 CCARM14020 0.7
C. albicans 0,3-
CCARM14021 0,7
C. albicans 0,5-
SC5413 1,0
. C. albicans 1,0 -
di-wp2 (WLNAKRHHGYKCKFH)2 CCARM14020 2.0
C. albicans 1,0-
CCARM14021 2,0
RWKIFKKIEKMGGS S. cerevisiae | 20-40 Método
CB-TH YCNRRTGKCQRM C. albicans 50 N.R. recombinante | 7%
C. albicans 16
C. krusei 8
C. tropicalis 4 SPPS-
Hn-Mc FKRLKKLISWIKRKRQQ T rubrum 12 N.R. Fmoc/Bu [174]
F. solani 1
A. flavus 2-4

* Reportado como ICso. N.R.: No reportado

5.3.3 Actividad anticancerigena

Se reporté la sintesis de dos analogos de la quimera P18 la cual contenia el fragmento de
cecropina A (1-8) y Melitina (1-12) dentro de los cuales fueron incluidas dos modificaciones:
en uno de los analogos el residuo de Pro en la posicion 9 fue reemplazado por un residuo
de Leu, mientras que en el otro analogo el residuo de Pro en la posicion 9 fue reemplazado
por Ser. Adicionalmente con el objetivo de establecer el efecto que tienen los AA ubicados
en los extremos C-terminal y N-terminal fueron eliminados algunos de ellos y se evalud la
actividad anticancerigena en diferentes lineas celulares (leucemia: K-562 y Jurkat y, cancer
de cerebro: MDA-MB-361) y en eritrocitos. Se determiné que P18, [L9]-P18, [S9]-P18
fueron activos contra las tres linea celulares de cancer evaluadas y ademas se observo
gue las quimeras que fueron modificadas en la posicién 9 presentaron mayor actividad que
P18. Adicionalmente, se observé que los analogos N-3L y N-4L presentaron mayor
actividad que los analogos en los cuales no fue incluido el residuo de Leu, como también
mayor actividad que P18. Por otro lado, se concluyé que en las células normales la
actividad citotoxica de todas las quimeras evaluadas fue menor que en las células
cancerosas. El residuo de Pro actué como enlazador de dos segmentos a-helicoidales en

la quimera P18. También se logré establecer que el residuo de Pro tiene influencia en la
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selectividad de las quimeras, ya que cuando se eliminé este residuo de la secuencia se
observd un aumento de la actividad hemolitica en los eritrocitos. Adicionalmente, se
determiné que las quimeras en las que se eliminaron AA del extremo N-terminal
presentaron mayor potencia contra las células cancerigenas que aquellas en donde se
eliminaron AA del extremo C-terminal, por lo que se concluy6 que el extremo C-terminal
de las quimeras era importante en la actividad litica sobre las células cancerigenas. En los
primeros analogos hubo aumento del contenido a-helicoidal, lo cual se considera esta
estrechamente relacionado con la actividad antitumoral [175].

Se exploré la sintesis de quimeras derivadas de lactoferricina humana que puede actuar
como péptido de penetracion celular, ya que tiene la habilidad de ingresar en el citoplasma
de células eucariotas, combinado con un fragmento de LfcinB el cual ha exhibido actividad
anticancerigena en lineas celulares de leucemia, enlazados por un residuo de Pro
(GRRRRSVQWCA-P-RRWQWR) o el motivo Gly-Gly (GRRRRSVQWCA-GG-RRWQWR)
y se evalud su actividad citotoxica sobre la linea celular de leucemia: Junkat. Se evidenci6
aumento de la actividad anticancerigena en la quimera lineal formada por los fragmentos
de los primeros 11 AA de lactoferricina humana (hLF11) y LfcinB1 enlazados por dos
residuos de Gly, con actividad anticancerigena del 65% a 40 uM, mientras que en la
guimera en la que Pro se utiliz6 como enlazador se determiné actividad anticancerigena
del 30% a 40 uM, lo cual puede relacionarse con las diferencias estructurales y de

flexibilidad de las dos quimeras.

También se reportd la sintesis de las quimeras cecropina A (1-8) — Melitina (1-12) y
cecropina A (1-8) — Magainina 2 (1-12) y algunos analogos teniendo en cuenta que dichos
fragmentos de los péptidos magainina 2 y melitina tienen alta similitud, por lo cual resultaba
interesante comparar las diferencias en su actividad anticancerigena sobre tres lineas
celulares de cancer de pulmén (Tabla 5-3) ya que previamente se determiné que las
guimeras poseen actividad antibacteriana y se propuso que los mecanismos de accion
usados para atacar a las bacterias podrian ser utiles en el ataque a las células
cancerigenas. Se determiné que las quimeras que contienen el fragmento de magainina 2
tienen entre el 150% y 200% mayor actividad que la quimera derivada de melitina, con
actividad hemolitica entre 20 y 40 veces menor. Adicionalmente se determiné que el
reemplazo de dos residuos de Lys en las posiciones 18 y 19 de la quimera CAME potencid

la actividad anticancerigena de la quimera y produjo reduccion significativa de la actividad



Quimeras peptidicas 97

hemolitica. Por lo anterior se propuso que las posiciones 18 y 19 son cruciales en la
actividad de las quimeras ya que los residuos de carga positiva como Lys interactian

fuertemente con la carga negativa de la membrana celular de las células SCLC [154].

Otro de los enfoques méas importantes en el tratamiento de céncer es el desarrollo de
ligantes especificos a las células de carcinoma humano que sean Utiles en tratamientos
como la quimioterapia limitando la toxicidad hacia células sanas. Por lo anterior se propuso
realizar el disefio de quimeras que contienen melitina debido a su potente actividad contra
células tumorales y un péptido de 12 AA
(SLSLITMLKISRAEAAAKEAAAKAGIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ) con alta
especificidad hacia células de carcinoma humano, aunque melitina tiene una alta potencia
anticancerigena carece de especificidad. Adicionalmente se utiliz6 como enlazador de los
dos péptidos el motivo A(EAAAK)2A. Se observé que la quimera tiene efecto
anticancerigeno dependiente de la concentracién en las lineas celulares HepG2, SMMC-
7721 y ademas el aumento de la concentracion de la quimera produjo una diferencia
significativa respecto a la actividad de melitina. Mientras que sobre la linea celular HL-7702
no hubo ningun efecto. Por dltimo, se determindé que no hubo actividad hemolitica contra

células sanas en concentraciones menores a 200 uM [176].

Teniendo en cuenta que la magainina 2 ha presentado actividad citotoxica contra células
cancerigenas se propuso potenciar dicha actividad con la sintesis de quimeras, ya que la
magainina 2 tiene actividad de unién a las células limitada, por lo que se espera aumentar
la carga neta positiva de péptidos derivados de magainina 2 para que puedan interactuar
fuertemente con la carga negativa de las células cancerigenas. En este sentido se plante6
la combinacion de magainina 2 y el péptido bombesina (MG2B) el cual tiene alta afinidad
por los receptores en células cancerigenas, como también un analogo de bombesina en el
que se eliminaron AA del extremo C-terminal (MG2Ba). Se determiné que MG2B indujo el
30% - 40% de muerte celular en las lineas celulares MCF-7 y A375 a 10 uM, mientras que
MG2Ba presentd un comportamiento similar. Sin embargo, se determiné que la
combinacion de bombesina y magainina 2 potencid la afinidad de la quimera por las células
cancerigenas, mientras que la quimera MG2Ba no tuvo un efecto positivo sobre la actividad
anticancerigena, por lo que se logré establecer que el extremo C-terminal de bombesina

es crucial para la afinidad con las células cancerigenas [177].
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Adicionalmente se report6 la sintesis de una quimera (Antp-TPR) que incluye un péptido
penetrador de células y secuencias con alta afinidad a la proteina Hsp90. Se determiné
gue la quimera genero perdida de viabilidad celular en las lineas celulares Caki-1, BXPC3,
T47D y A549, pero en las lineas celulares HEK293T, MRC5 y PE no hubo reduccion,
mientras que sobre células sanas no se observo actividad hemolitica, lo que permitié
establecer que la quimera tiene alta selectividad. La quimera indujo apoptosis en las
células cancerigenas y actlo a través de la inhibicion de la interaccion entre Hsp90-Hop
gue es clave en el plegamiento de las proteinas en las células cancerosas, lo que permitiria

gue esta quimera presente actividad potente y selectiva [178].

Tabla 5-3. Actividad anticancerigena de quimeras peptidicas derivadas de buforina I,
lactoferricina bovina, melitina y otros PAMs

) ) Método de
Quimera Secuencia Linea celular ICs0 (ULM) . Ref.
obtencion
MDA-MB-361 8,0
P18 KWKFKKIPKFLHLAKKF Jurkat 4,0
K-562 3,5
MDA-MB-361 3,0
[L9]-P18 KWKFKKILKFLHLAKKF Jurkat 9,0
K-562 3,0
MDA-MB-361 4,0
[S9]-P18 KWKFKKISKFLHLAKKF Jurkat 7,0
K-562 3,0 SPPS-
[175]
MDA-MB-361 5,0 Fmoc/tBu
N-3L KWFKKIPKFLHLLKKF Jurkat 4,0
K-562 4,2
MDA-MB-361 5,0
N-4L WFKKIPKFLHLLKKF Jurkat 6,0
K-562 3,0
MDA-MB-361 > 100
N-5 WKKIPKFLHLAKKF Jurkat > 100
K-562 > 100
NCI-H69 32,2
SPPS-
CAME KWKLFKKIGIGAVLKVLTTG NCI-H128 28,6 [154]
Fmoc/tBu
NCI-H146 28,6
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NCI-H69 15,8
CAMA KWKLFKKIIGKFLHSAKKF NCI-H128 16,1
NCI-H146 15,8
NCI-H69 34
P1 KWKLFKKIGIGAVLKVLKKG NCI-H128 35
NCI-H146 45
NCI-H69 36,2
P2 KWKLFKKIGIGKFLHSATTF NCI-H128 37,9
NCI-H146 47,7

MG2B GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIM MCF-7 15 SPPS- 7

NSGGQRLGNQWAVGHLM A375 15 Fmoc/tBu

T47D 19,4
BT20 37,4
MDA-MB-231 56,9

Antp-TPR RQIKIWFQNRRMKW BXPC3 44,8 S 078
KKKAYARIGNSYFK Caki-1 47,9
A549 65,9
LNcap 56,7
OE19 33,4




6.Conclusiones y recomendaciones

6.1 Conclusiones

El uso de PAMs en el disefio de nuevas alternativas terapéuticas en respuesta a la
resistencia que han desarrollado de forma acelerada los patdgenos como bacterias,
hongos, virus, parasitos y también las células cancerigenas, es prometedor y presenta
grandes retos. En este sentido se han estudiado ampliamente las caracteristicas
fisicoquimicas de los PAMs asociadas a sus mecanismos de accién que superan las
limitaciones relacionadas a los mecanismos de resistencia desarrollados por los
patégenos. A partir de dicha informaciéon se ha reportado la manipulacion sobre las
secuencias y estructuras de estos compuestos para mejorar su actividad bioldgica y
disminuir los efectos secundarios, lo que ha llevado que diferentes PAMs ya se encuentren
en las etapas de estudios clinicos y desarrollo de productos comerciales que sean seguros

y altamente eficaces en el tratamiento de infecciones.

Los diferentes métodos sintéticos permiten el disefio y desarrollo de péptidos con
caracteristicas especificas de acuerdo con las aplicaciones que se desean desarrollar. El
método de sintesis recombinante tiene ventajas importantes como los bajos costos de
obtencion, y la produccion a gran escala en microorganismos que pueden ser manipulados
genéticamente para maximizar la produccion de PAMs, sin embargo, tiene limitaciones
como la no inclusién de AA no naturales, lo que puede limitar la obtencién de PAMs con
mejor actividad antimicrobiana o anticancerigena. La sintesis quimica es una alternativa
sintética robusta en la que es posible realizar modificaciones sobre las secuencias que se
encuentran de manera natural y, obtener péptidos sintéticos con altos rendimientos, alta
pureza, econémicos, etc. Sin embargo, los tiempos de produccién son mas largos que los
del método recombinante y, es necesario controlar las condiciones experimentales de las

reacciones de desproteccion y acople.
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El método de sintesis en fase sélida ha ganado relevancia y como se observa a través de
la revision bibliografica es el de mayor aplicabilidad en la investigacion de PAMs. Por lo
anterior, se ha desarrollado una amplia gama de resinas que permiten asegurar altos
rendimientos en la sintesis de péptidos, a través de la funcionalizacién con diferentes
especies quimicas de acuerdo con el tipo de PAM que se desee obtener. Adicionalmente
se siguen investigando condiciones en las que el proceso de clivaje sea sencillo, especifico
y seguro, dentro del cual el linker juega un papel crucial. Adicionalmente se ha planteado
el uso de reactivos de facil adquisicion para la desproteccién del grupo a-amino de manera
gue se logre obtener reacciones cuantitativas con altos rendimientos. En este mismo
sentido se han disefiado diferentes estrategias de acople entre los AA con una variedad
de activadores como las carbodiimidas, las sales de uronio e iminio y novedades como el
uso de microondas que permiten disminuir los tiempos de reaccion y aumentar los
rendimientos de la sintesis de PAMs. Por ultimo, el clivaje requiere el uso de scavengers
gue aseguren la obtencidn del péptido libre y la eliminacién de impurezas incluidas en todo
el proceso sintético. La purificacion de estos compuestos esta ligada a los avances en los
métodos cromatograficos y procesos de extraccion, como la extraccion en fase sélida que

permitan obtener mayores rendimientos a menores costos.

La sintesis de quimeras ha sido una estrategia Util en la potenciacién de la actividad
biolégica de los PAMs, ya que permite desarrollar caracteristicas Unicas en los PAMs por
la combinacién de secuencias con diferentes mecanismos de accién. Adicionalmente, se
observé que este tipo de modificaciones modula la actividad hemolitica de péptidos como
melitina por la combinacion con cecropina, tanatina, LfcinB, entre otros, con lo que se
mejora el indice terapéutico de estas moléculas. La estrategia de la formacion de quimeras
también permite en muchos casos ampliar el espectro de actividad de los PAMs. Por
ultimo, es importante resaltar que las quimeras en diferentes experimentos potenciaron la
actividad de los PAMs naturales y/o sintéticos sobre diferentes lineas celulares de cancer,
con actividad selectiva por lo que la actividad citotdxica hacia células sanas es baja, lo cual
es especialmente interesante en quimeras que contienen melitina, ya que es un PAM

conocido por su alta actividad hemolitica sobre todo tipo de células.
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6.2 Recomendaciones

Durante la sintesis de péptidos en fase soélida es importante optimizar las condiciones de
las reacciones de desproteccién y acople para minimizar el tiempo de sintesis y hacer uso
de bajos volumenes de solventes que sean econdmicos y de facil disponibilidad. Asi
mismo, es importante monitorear las reacciones de desproteccion y acople en el proceso
sintético especialmente en AA en los que el acople es dificil como la Arg y la Pro, por lo
gue pueden requerir varios ciclos de acople para asegurar que estas reacciones procedan
por completo. Es necesario usar reacciones de monitoreo econdmicas, rapidas y
confiables. Adicionalmente, las reacciones de clivaje requieren la optimizacion de la mezcla
de clivaje y el tiempo de reaccidén para asegurar alto rendimiento y menor cantidad de

impurezas o0 especies no deseadas.

Previo a la sintesis de las quimeras es importante establecer la actividad de los péptidos
precursores con el objetivo de establecer el papel de los AA sobre las actividad de estos y
disefiar secuencias de menor longitud con actividad biol6gica, ya que esto permitira que la
sintesis de la quimera requiera menos tiempo, menos recursos econémicos y genere
mayor rendimiento de la sintesis. También, es importante establecer el mecanismo de
accion de los péptidos base con el objetivo de verificar la potenciacion de la actividad
antimicrobiana o anticancerigena o la disminucion de la actividad hemolitica, por la

combinacion de dichos mecanismos.
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