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V. RESUMEN

La constante aparicién de cepas bacterianas con resistencia a antibidticos comerciales, como efecto de
su uso desmedido desde su aparicion a mediados del siglo XX, ha dirigido la investigacion
farmacologica hacia la busqueda y desarrollo de agentes antimicrobianos con propiedades o
mecanismos de accién diferentes a los convencionales, que ayuden a contender con este problema. Los
péptidos antimicrobianos se plantean como una posible solucién, debido a que su mecanismo de accién
no se limita en la interaccién con un receptor Gnico y sélo se han reportado muy pocos eventos de
resistencia contra su accion antibacteriana. Sin embargo, estas moléculas presentan algunas desventajas
que limitan su aplicacién como terapéuticos, tales como, su alto costo de produccién, su baja
estabilidad y posibles efectos toxicos contra células eucariotas en comparacion con los antibidticos
comunes, los cuales tienen una quimica mas sencilla. En este reporte se realizé el disefio y
caracterizacién de péptidos con conformaciones estructurales del tipo alfa-helicoidal, provenientes del
veneno de ardcnidos, y del tipo de hebras beta, estabilizadas por puentes disulfuro pertenecientes a la
familia de las beta-Defensinas de mamiferos, con la finalidad de generar péptidos antimicrobianos con
toxicidades menores hacia eritrocitos humanos como medida terapéutica.

La presencia de Prolina en las regiones centrales de péptidos antimicrobianos alfa-helicoidales esta
relacionada con una gran actividad antimicrobiana, sin embargo, estos péptidos también presentan
actividades hemoliticas a concentraciones cercanas a las de su actividad antibacteriana. Por otro lado,
péptidos  alfa-helicoidales con actividades hemoliticas menores presentan motivos estructurales mas
flexibles en sus regiones centrales. L.a Pandinina 2 (Pin2), es un péptido antimicrobiano alfa-helicoidal
de 24 aminoacidos, proveniente del veneno del escorpion africano Pandinus imperator, que presenta una
Prolina en la posiciéon 14, ubicada en la regiéon central de la molécula. Pin2 presenta actividades
antimicrobianas contra diferentes bacterias de importancia clinica, y una gran actividad hemolitica a

concentraciones en el rango micromolar (uM).
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En este trabajo se analizé el efecto del cambio de este residuo de Prolina por una combinacién de
residuos estructuralmente mas flexibles, con la finalidad de reducir su actividad hemolitica. Una serie de
variantes de Pin2 con sustituciones en el residuo Prolina por los aminoacidos G, V, GV, VG, GVG y
GPG, fueron sintetizadas quimicamente. En los ensayos de inhibicion del crecimiento bacteriano
realizados mediante el método de difusion en agar las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) de
las variantes de Pin2 fueron mayores a medida que la hidrofobicidad de los péptidos se incremento,
mientras que en los ensayos de inhibicién del crecimiento bacteriano usando el método de dilucién
todas las variantes de Pin2 mantuvieron valores de CMI en el mismo orden de magnitud (6.25-12.50
uM). La actividad hemolitica de estos péptidos fue ensayada contra eritrocitos humanos (EH),
encontrandose que, de manera general, esta actividad disminuyé como resultado de la sustitucién de la
Prolina, siendo las vatiantes GV, GVG y GPG las menos hemoliticas. Estas variantes incrementaron
sus indices terapéuticos hasta en 14 veces para el caso de la variante con la sustitucion GPG. Sin
embargo, la sustitucion de la Prolina 14 por Glicina aceleré la cinética de disrupcion de EH,
incrementando a su vez su actividad antimicrobiana. Pardmetros fisicoquimicos y estructurales como la
anfipaticidad, la hidrofobicidad, la flexibilidad y la propensién para adoptar una conformacién alfa-
helicoidal resultaron de importancia para modular la actividad hemolitica de las variantes de Pin2, por lo
que fueron utilizados para el diseflo de variantes cortas de este péptido, que ademas, mantuvieran los
cambios de la Prolina 14 por Glicina y por el triplete GPG. Se disefiaron dos variantes una de 14 y otra
de 17 aminoacidos, ambas variantes cortas presentaron mayor actividad contra E. ¢/ tanto en los
ensayos de difusion en agar, como en los de dilucién, sin embargo, en lo referente a la actividad
hemolitica, la variante de 17 aminodcidos con el triplete GPG en su posiciéon central, no presentd
ningin efecto téxico, mientras que la variante de 14 aminoacidos con el residuo de Glicina sélo
presentd un 25% de hemolisis a la concentraciéon de 100 pM. El indice terapéutico de la variante corta

con el residuo de Glicina fue 32 veces superior al del péptido parental Pin2.
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La familia de las beta-Defensinas comprende, péptidos antimicrobianos presentes en vertebrados con
una estructura compuesta por tres hebras beta antiparalelas estabilizadas por tres puentes disulfuro
organizadas en un patréon de unidén Cysl-Cys5/Cys2-Cys4/Cys3-Cys6. Las beta-Defensinas se
expresan de manera soluble en los diferentes organismos y ademas de su actividad antimicrobiana y
antiviral, estos péptidos pueden estimular al sistema inmune mediante el reclutamiento de células de
defensa como neutréfilos y macréfagos. En este trabajo se caracterizaron dos péptidos pertenecientes a
esta familia, la beta-Defensina 11 (hBD11) de origen humano y la hBDcon originada de la secuencia
consenso resultante del alineamiento de todas las beta-Defensinas humanas reportadas. Ambos
péptidos no presentaron actividades hemoliticas contra EH, y en los ensayos de inhibicién del
crecimiento bacteriano por el método de difusiéon en agar estos péptidos presentaron actividades
antimicrobianas entre 12-25 uM, mientras que en los ensayos de inhibicién del crecimiento bacteriano
por el método de dilucién en medio de cultivo la hBD11 sélo presentd una actividad bacteriostatica
contra F. coli y una CMI contra . aurens de 100 pM. La hBDcon por su parte mostré poca actividad
contra S. aurens, pero una CMI contra E. /i de 12.5 M. El andlisis de la estructura de la hBDcon por
RMN permitié asignar los puentes disulfuro en este péptido, los cuales fueron Cys1-Cys3/Cys2-
Cys5/Cys4-Cys6. Interesantemente, el atreglo de los puentes disulfuro no corresponde al consenso de
las beta-Defensinas, pero la hBDcon mantiene una estructura biolégicamente activa, lo cual confirma
que el arreglo de los puentes disulfuro en las beta-Defensinas no esta estrictamente correlacionado a
su actividad microbicida.

Con los resultados experimentales obtenidos con este trabajo se concluye que las variantes generadas a
partir de la secuencia de la Pandinina 2 representan una alternativa para la realizaciéon de nuevos
disefios de antibidticos peptidicos que permitan mejorar el potencial de estas moléculas como agentes
terapéuticos futuros. Por su parte, las beta-Defensinas, hBD11 y hBDcon, caracterizadas en esta tesis,

no presentaron ningun efecto toxico contra eritrocitos humanos, en lo respectivo a la actividad
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antimicrobiana la hBDcon presento CMI contra E. w/ (ATCC 25922), en el mismo rango que los
péptidos alfa-helicoidales, ademas, la secuencia de 32 aminoacidos de la hBDcon es la mis corta
reportada para un péptido perteneciente a la familia de las Defensinas de mamifero, sin embargo, su
costo de sintesis quimica sigue siendo elevado comparado con el de péptidos alfa-helicoidales
reportados con secuencias de entre 12-17 aminoacidos con actividades similares, por lo que serfa
importante para favorecer su desarrollo como posibles terapéuticos, establecer las condiciones para su

expresion de manera recombinante y determinar si estos péptidos presentan actividades quimiotacticas.
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VI. SUMMARY

The constant emergence of drug resistant bacterial strains, as a consequence of the unrestricted use of
commercial antibiotics, had redirected the pharmacological research towards the exploration and
development of new antimicrobial agents with different properties and mechanism of action, when
compared to the conventional antibiotics, which could help overcome the bacterial resistance problem.
The antimicrobial peptides (AMPs) offer a possible solution to this problem because their mechanisms
of action are not limited to a single receptor; consequently only few events of bacterial resistance
towards AMPs have been reported. However, these molecules have some disadvantages such as cost of
chemical synthesis, peptide stability and cytotoxicity to eukaryotic cells, when compared to
conventional antibiotics. Here the design, the biological activities and the comparison of two types of
AMPs, those having an alpha-helical structure and those having a beta-strand structure stabilized by
disulphide bridges (beta-Defensins), are reported. This work has also the intention to propose AMPs
as new therapeutic antibiotics with lower toxicities towards human erythrocytes (HE).

The presence of amino acid residues such as Proline in the central region of an alpha-helical
antimicrobial peptide had been correlated to high antimicrobial and hemolytic activities. This
phenomenon may be related to the “kink” imposed by the Proline, breaking the alpha-helix structure of
the peptide. On the other side, antimicrobial peptides with lower hemolytic activities have a more
flexible structure in the central region. For example, Pandinin 2 (Pin2) is an alpha-helical antimicrobial
peptide obtained from the venom of the African scorpion Pandinus imperator. Pin2 has a Proline residue
in its middle region and presents antimicrobial activities at micromolar (uM) concentrations, but it also
presents high hemolytic activity at the same concentrations. In this work, the Proline was substituted by
more flexible structural motifs with the intention to reduce its hemolytic activity. Therefore, a seties of

Pin2 variants, with substitutions of the P14 for the residues G, V, GV, VG, GVG and GPG, was
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performed. These six variants of Pin2 were chemically synthesized and their biological activities were
compared. The minimal inhibitory concentrations (MIC) of the six peptides were inversely correlated
with their overall hydrophobicity; that is, in the agar diffusion inhibition assay the higher their antibiotic
activity the lower their hidrophobicity. On the other hand, in the dilution assay, the MICs of all Pin2
variants had similar values. In addition, the hemolytic activities towards HE of all six peptides were
tested. The hemolytic activities of the Pin2 variants GV, GVG and GPG were reduced. In this way,
such variants increased their therapeutic indexes (TI). The T1 of the variant [P14GPG]| was up to 14
times better than the parental peptide Pin2. Curiously, the Proline substitution by Glycine was even
more hemolytic than Pin2.

Because of the Proline substitution in Pin2, wvariant peptides presented distinct particular
physicochemical and structural characteristics, such as different levels of hydrophobicity, amphypaticity,
and propensity to adopt an alpha-helical conformation. These differences result of great importance for
the hemolytic activity modulation in the Pin2 variants; therefore, such parameters were used to design
two short variants of Pin2. The Proline 14 was substituted in each peptide either by the Glycine or by
the GPG motif, respectively. The new peptides had 14 and 17 residues, respectively. Both peptides
Pin2 [14] and Pin2 [17] showed antibiotic selectivity against F. co// in both the diffusion and dilution
assays. In addition, Pin2 [14] showed 25% hemolysis at 100 uM while Pin2 [17] did not show any
hemolytic effect at the same concentration. Therefore, Pin2 [14] had a therapeutic index 32 times
higher than the parental peptide Pin2 and Pin2 [17] did not show any hemolytic effect.

The beta-Defensins family integrates antimicrobial peptides of vertebrates with a structure composed
of antiparallel beta strands stabilized by three disulphide bridges with the cysteine pattern Cysl-
Cys5/Cys2-Cys4/Cys3-Cys6. These soluble molecules are expressed in different tissues and they exert
antimicrobial and antiviral activities. They also stimulate the immune system by recruiting defense cells

such neutrophils and macrophages. In this work, two peptides belonging to the beta-Defensins family
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were studied, the human beta-Defensin 11 (hBD11) and beta-Defensin consensus (hBDcon). The
last was obtained as the consensus sequence resulting from all beta-Defensins already reported. The
two hBDs did not showed any toxic effect against HE. Both hBD11 and hBDcon had MIC values
between 12 and 25 pM in the diffusion assay. However in the dilution assay, only hBD11 showed a
bacteriostatic effect against I. co/i and its MIC value towards . aureus was 100 pM. Finally, the hBDcon
showed a poor selectivity towards 5. awreus, but the MIC value for the E. co/i inhibition was 12.5 pM.
The experimental results obtained in this work shows that the alpha-helical variants represent a better
alternative than that of beta-Defensins for designing new antibiotic peptides to be used as therapeutic

agents.
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VIIL JUSTIFICACI()N

De manera natural el cuerpo humano convive en simbiosis con billones de microorganismos como
bacterias, hongos y protozoarios, principalmente concentrados en el tracto gastrointestinal y la piel
(Zoetendal ez al., 2006; Rajili¢-Stojanovi¢ ez al., 2007; Grice et al., 2008; Turroni ef al., 2008; Kong, 2011;
Rosenthal ez a/., 2011). Estos microorganismos juegan un papel trascendental para la salud humana, asf
como constituyen un factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades. El uso excesivo de los
antibiéticos desde mediados del siglo XX, ha modificado este equilibrio al destruir a las cepas
bacterianas sensibles a su accién, y otorgando la ventaja a cepas resistentes, anulado asi la competencia
natural para su proliferacién y generando un grave problema de salud publica (Hart, 1998; Conly, 1998;
Wang ez al., 1998). La resistencia bacteriana es un fenémeno previo al descubrimiento y uso médico de
los antibidticos, generado por causa de la selecciéon natural durante el curso de la seleccion de las
especies. Sin embargo, este se ha incrementado en los ultimos afios por efecto de la enorme presion
evolutiva que genera el uso indiscriminado e inapropiado de antibidticos por el ser humano en
medicina, agricultura y ganaderia (Hart, 1998; Gérvas, 2000). Algunos ejemplos de los principales
organismos de interés médico que presentan resistencia a antibidticos son los siguientes: Staphylococcus
aureus con resistencia a Metacilina (MRSA) y/o multiples antibiticos, enterococos con resistencia a
Vancomicina (VRE), neumococos resistentes a Penicilina, bacilos Gram negativos como Escherichia
coli, Psendomonas aeruginosa, Klebsiella sp., y Enterobacter sp., con multirresistencias a antibiéticos. Los
efectos sociales y econémicos del problema de la aparicién de cepas bacterianas con multirresistencia a
los antibiéticos se reflejan principalmente en incrementos en los indices de mortalidad, aumento en los
tiempos de hospitalizaciéon (morbilidad) y costos de los medicamentos, comparados con aquellos en
infecciones causadas por cepas susceptibles (French, 2005). Por lo que ante la problematica generada
por la constante aparicién de cepas bacterianas con resistencia a antibidticos, en los ultimos afios la

investigacion farmacoldgica se ha encaminado hacia la obtencién de agentes antimicrobianos con

XX



}’Dé“?-””.mm VII. USTIFICACION

BIOTECNOLOGIA

propiedades o mecanismos de accién diferentes a los convencionales (Villegas y Corzo, 2005). Dentro
de las posibles soluciones se encuentran; el aislamiento, caracterizacién e ingenierfa de péptidos
antimicrobianos de distintas fuentes, dado que su mecanismo de accién antimicrobiana, diferente al de
los antibidticos comunes, estd basado principalmente en la formacién de poros en las membranas
bacterianas provocando su lisis o bien, interaccionando con complejos intracelulares, intetfiriendo asi,
con procesos elementales para la supervivencia celular, tales como la replicacién del ADN, la sintesis de
ARNm y el plegado de proteinas (Almeida y Pokorny, 2009; Sharma y Khuller, 2001; Sitaram y Nagaraj,
2002). Desafortunadamente, algunos de estos péptidos presentan actividades toxicas contra células
humanas, como la hemolisis, y ademas por su origen proteico pueden ser susceptibles a degradacion
por la accién de proteasas bacterianas, restringiendo su aplicacion (Villegas y Corzo, 2005). Por lo que
el propésito general de este trabajo es el desarrollo de péptidos antimicrobianos con estructuras alfa-
lineales y del tipo beta-Defensinas con propiedades antibidticas mejoradas, tales como una mayor
actividad antimicrobiana y menor actividad hemolitica, mediante el uso del disefio racional de proteinas

y la sintesis quimica.
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1. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

1.1. Antibidticos

El término “antibiético” se refiere a sustancias quimicas producidas generalmente por bacterias y
hongos, que tienen la capacidad de inhibir el crecimiento o actividad de otros microorganismos, por lo
que se les considera un producto de la evolucién y pueden conferir una ventaja selectiva a quienes los
producen dentro de un ecosistema especifico (Waksman y Flynn, 1973). El desarrollo de la tecnologia
de los antibiéticos inicié en la década de 1940 con el establecimiento de la produccién de la Penicilina
a gran escala, gracias a los trabajos de Howard W. Florey y Ernst B. Chain, que inspirados en los
reportes de Fleming, lograron aislar, purificar y caracterizar este compuesto a partir de cultivos de
Penicillinm notatum (Kardos y Demain, 2011). El uso de los agentes antimicrobianos en la actualidad,
permite el tratamiento de infecciones bacterianas agudas y enfermedades crénicas en humanos,
presentando ademas, un alto impacto en la medicina veterinaria y la agricultura (Butaye e a/, 2003;
Graham ez al, 2007; Vidaver, 2002). A inicios del siglo XXI, Wise calculé que el consumo de
antibiéticos a nivel mundial se encontraba entre las 100,000 y 200,000 toneladas, de las que
aproximadamente el 75% fue destinado a su aplicacién en salud humana (Wise, 2002). El valor
comercial de la industria de los antibidticos a nivel mundial fue de US$42 billones de ddlares en 2009,
representando el 46% del mercado de agentes anti-infectivos, que incluye antivirales y vacunas, y el 5%
del total del mercado farmacéutico, manteniendo un crecimiento promedio del 4% desde 2004 (Hamad,
2010). Mientras que en México se calculd que las ventas anuales de esta clase de agentes terapéuticos se
situaban en cerca de los US$960 millones de délares anuales (Dresser e¢f al., 2008).

1.1.1. Clasificacién de los antibiéticos

Los agentes antimicrobianos pueden ser clasificados de acuerdo con el efecto que ejercen sobre
desarrollo bacteriano, por sus mecanismos especificos de accién o por su estructura quimica. Los

mecanismos de accién de los agentes antimicrobianos contra las bacterias Gram positivas y Gram
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negativas son muy similares, estos compuestos pueden interferir con el proceso de sintesis de
elementos esenciales para la supervivencia bacteriana como son, la pared celular, las proteinas, y los
acidos nucleicos (ADN y ARN), o inhibir una ruta metabdlica especifica (Cordiés e al., 1998a). Con
base en el efecto que ejercen sobre el desarrollo bacteriano, los antibidticos puede ser clasificados como
bacteriostaticos o bactericidas, los primeros, son aquellos que inhiben la multiplicacién bacteriana, la
cual se reanuda al disminuir la concentracién del agente terapéutico o al resuspender el tratamiento,
mientras que los antibiéticos bactericidas, destruyen totalmente la estitpe bacteriana por lo que su
efecto terapéutico es irreversible (Pankey y Sabath, 2004). Sin embargo, las designaciones de
bacteriostatico o bactericida pueden variar segin el tipo de microorganismo sobre el cual se evalie su
efecto, por ejemplo, la Penicilina G suele ser bactericida para cocos Gram positivos como Staphylococeus
anrens, pero solo es bacteriostatico contra enterococos como Streptococcus faecalis, en tanto que el
Cloranfenicol sucle ser bacteriostatico, incluso a concentraciones muy altas, pero puede ser bactericida
contra Hemophilus influenzae (Young, 1994), por esta razén es importante la seleccién del conjunto de
agentes terapéuticos adecuados al tipo de infeccion a tratar. En la tabla 1 se enumeran algunos ejemplos
de compuestos antibiéticos divididos de acuerdo con el tipo de actividad preponderante e inherente a
cada uno de ellos.

Tabla 1. Ejemplos de antibiéticos bactericidas y bacteriostaticos.

Bactericidas Bacteriostaticos
Penicilinas Tetraciclinas
Cefalosporinas Eritromicina
Aminoglucésidos Sulfonamina
Rifampicina Novobiocina
Quinolonas Cloranfenicol
Monobactiamicos

Polimixinas

Modificada de Cordiés et al. (1998a).

La clasificacién que organiza a los diferentes antibiticos con base en su blanco de accidn, resulta de

gran utilidad en establecimiento de tratamientos en los que se administran simultineamente varios
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agentes antimicrobianos, ya que permite decidir que blancos de la maquinaria celular bacteriana atacar.

Segtin su mecanismo de accién, los antibidticos se clasifican en: a) Inhibidores de la sintesis de la pared

celular bacteriana, b) Antibidticos que afectan la permeabilidad

Inhibidores de la sintesis proteica e inhibidores de la sintesis de acidos nucleicos (Calderén y

Sabundayo, 2007; Cordiés ez al., 1998a, Falconer et al., 2011; Kohanski e a/., 2010) (Tabla 2).

Tabla 2. Ejemplos de antibidticos clasificados con base en su mecanismo de accion.

de la membrana bactetiana, c)

Blanco de accién

Antibiotico

Sintesis de la pared celular

Efecto sobre la permeabilidad de 1a membrana

Sintesis proteica

Sintesis de acidos nucleicos

Penicilinas
Cefalosporinas
Vancomicina
Bacitracina
Polimixinas
Colistinas
Nistatina
Anfotericina B
Cloranfenicol
Tetraciclina
Aminoglucdsidos
Eritromicina
Quinolonas
Sulfonamidas
Rifampicina
Trimetropina

Modificada de Cordiés et al., 1998a.

1.1.2. Mecanismos de accién de los antibioticos

Los antibiéticos constituyen un grupo heterogéneo de sustancias, naturales y sintéticas, con
comportamientos farmacocinéticos y farmacodinamicos diferentes de acuerdo con sus caracteristicas
quimicas o estructurales. Generalmente tienen elevada potencia biolégica actuando a bajas

concentraciones y su toxicidad es selectiva debido a que estos compuestos ejercen una accioén especifica

sobre alguna estructura o funcién del microorganismo. En la figura

interacciéon de los antibidticos con los principales constituyentes

1 se esquematizan los puntos de

celulares bacterianos y algunos

ejemplos de los mecanismos mas estudiados se describiran a continuacion.
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Figura 1. Blancos celulares de los principales tipos de antibidticos.

a) Antibiéticos inhibidores de la sintesis de la pared celular
Dado que las bacterias son microorganismos hiperosmolares, con respecto a los tejidos y al
liquido intersticial de los mamiferos, necesitan una pared celular rigida para mantener su
integridad cuando los infectan. La estructura de la pared celular bacteriana estd constituida
principalmente por un polimero denominado peptidoglicano (mureina), cuya sintesis se divide
en tres etapas principales, cada una de éstas puede ser inhibida por un grupo de antibiéticos
diferentes. En la primera etapa se forma el UDP-N-acetilmuramil-pentapéptido en el
citoplasma bacteriano. En la segunda etapa, se polimerizan el UDP-N-acetilmuramil-
pentapéptido y la N-acetilglucosamina que son transportados a través de la membrana
citoplasmatica y se unen al punto de crecimiento de la pared bacteriana. Esta fase es inhibida
por antibidticos como la Vancomicina y la Bacitracina. Finalmente, las cadenas de

peptidoglicano, una vez fuera de la célula, quedan entrelazadas transversalmente y dan lugar a
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la formaciéon de un polimero tridimensional, esta etapa, también conocida como reaccién de
transpeptidacién, es inhibida por las Penicilinas y las Cefalosporinas. La inhibicién de la
sintesis de la pared bacteriana tiene habitualmente un efecto bactericida (Bugg ef al, 2011;

Cordiés et al., 1998a; Projan, 2002).

b) Antibiéticos que afectan la permeabilidad de la membrana bacteriana

La membrana citoplasmatica es fundamental para la regulacién del medio intracelular de las
bacterias, antibiéticos como Polimixina, Pristanamicina y la Anfotericina B poscen la
capacidad de lesionar a las membranas alterando as{ su permeabilidad. Las Polimixinas, por su
parte, tienen una afinidad especial para los receptores de polifosfatos situados en la membrana
celular de las bacterias, producen toxinas letales para las bacterias, pero que no son toxicas para
el hombre (Cordiés ¢ al., 1998a; Falagas y Kasiakou, 2005; Vaara, 1992).

Inhibidores de la sintesis proteica e Inhibidores de la sintesis de acidos nucleicos
Algunos antibiéticos como el Cloranfenicol, la Lincomicina, los Aminoglucoésidos y las
Tetraciclinas, son capaces de inhibir la sintesis de protefnas en las bacterias. El ribosoma
bacteriano, mas pequefio que el de los mamiferos, esta constituido por dos subunidades
denominadas 50S y 30S; algunos antibidticos se unen a los ribosomas bacterianos y bloquean
su interaccién con el RNA mensajero, este bloqueo en ocasiones es reversible. En el caso de
los Aminoglucésidos, éstos se unen a la subunidad ribosomal 30S y producen la acumulacién
de complejos precursores de la sintesis proteica, lectura errénea del codigo RNA mensajero y
produccién de polipéptidos anormales que se comportan como bactericidas (Cordiés e# al,
1998a; Knowles ¢7 al., 2002; Sutcliffe, 2005; Sutcliffe, 2011).

Las Fluoroquinolonas, Sulfonamidas, Rifampicina, Novobiocina y los Nitroimidazoles
inhiben de forma selectiva a la enzima RNA polimerasa dependiente del DNA, la cual cataliza

la transcripcion de la informacion genética contenida en el RNA mensajero y se convierten asi
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en potentes bactericidas (Cordiés e al., 1998a; Gill y Garcia, 2011; Srivastava ez al., 2011). El
cromosoma de Escherichia coli estd compuesto por una doble cadena de AND circular de
aproximadamente 1000 um de longitud. El ADN cromosémico bacteriano necesita
compactarse y adquirir un plegamiento terciario para poder ser acomodado dentro de la célula
bacteriana, de sélo entre 1-3 um de longitud, por lo que E. w/i produce diferentes enzimas,
llamadas ADN topoisomerasas, para realizar esta funcién (Hawkey, 2003). Se ha reportado que
la ADN girasa (topoisomerasa II) y la topoisomerasa IV son dos de los blancos de las
Fluoroquinolonas (Drlica y Zhao, 1997). Las Quinolonas cjercen su actividad mediante su
unién a complejos formados por el AND vy las girasas o topoisomerasas IV. Poco tiempo
después de la unién al complejo, las Quinolonas inducen un cambio conformacional en la
enzima, la enzima corta al ADN y la Quinolona evita la religacién de la cadena de ADN. La
enzima es atrapada en el ADN resultando en la formacién de un complejo integrado por la
[Quinolona-Enzima-ADN]. La formacién del complejo [Quinolona-Girasa-ADN)] inhibe
rapidamente la replicacién del ADN,; lo cual es consistente con la actividad de la Girasa, la cual
se encarga de desempaquetar el ADN y permite la formacién de las horquillas de replicacion
por la helicasa. Por su parte la formacion del complejo [Quinolona-Topoisomerasa IV-ADN],
es un proceso de inhibicién lento, debido a que esta enzima reempaqueta el ADN después de
la replicacién (Khodursky y Cozzarelli, 1998). La formacién de estos complejos inhiben de
manera reversible la replicacién del ADN y por lo tanto el crecimiento celular, por lo que la
efecto de las Quinolonas sobre el metabolismo bacteriano mediante este mecanismo es sélo
bacteriostatico. Cuando se administran concentraciones mayores de Quinolonas se puede
observar un efecto bactericida y se piensa que podtia relacionarse con la liberacion de los

extremos de ADN de las horquillas de replicacién (Chen ¢ al., 1996; Zhao et al., 1997).
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1.2. Resistencia bacteriana a los antibidticos

El descubrimiento de las bacterias como agentes causantes de enfermedades infecciosas a finales del
siglo XIX estimul6 la bisqueda e implantacién de medidas terapéuticas y preventivas para contrarrestar
su accion, sin embargo, sélo se obtuvo un verdadero éxito hasta el descubrimiento e introduccién de
los antibi6ticos a mediados del siglo XX (Tenover, 2006). El uso de los antibidticos revolucioné la
medicina, salvando un incontable nimero de vidas y hoy en dia son esenciales para el tratamiento de
enfermedades infecciosas ocasionadas por bacterias, hongos y parasitos, asi como en el tratamiento de
enfermedades cronicas como el cancer y la diabetes (Davies y Davies, 2010). No obstante, sus
aplicaciones se extienden ademas, a la medicina veterinaria, agricultura, ganaderfa, acuacultura, entre
otras actividades productivas (Barton, 2000; Butaye e a/, 2003; McManus ef al., 2002; Schwarz ef al.,
2001; Teuber, 2001). Su aplicacién desmedida, ha generado una gran presién selectiva sobre los
microorganismos, propiciando la aparicién, sobrevivencia y propagacién de multiples cepas resistentes,
no solo de especies patdgenas, sino también de comensales (Barbosa y Levy, 2000; Hawkey, 1998). Con
base en las secuencias pertenecientes a los diferentes genomas bacterianos disponibles, se ha reportado
la existencia de cerca de 20,000 genes de resistencia potencialmente hacia los antibiéticos (Liu y Pop,
2009) (Tabla 3), afortunadamente, el nimero de genes que son funcionales como determinantes de la
resistencia bacteriana es mucho menor. El fenémeno de resistencia bacteriana a los antibidticos tiene
grandes implicaciones tanto a nivel salud como econémicas (Levy y Marshall, 2004). En el caso de
pacientes con infecciones ocasionadas por bacterias resistentes, los costos de tratamiento se
incrementan por la necesidad de mayor numero de analisis clinicos, estadfas mas largas de
convalecencia, mayores concentraciones de antibiéticos de primera linea o el uso de agentes
antimicrobianos de segunda linea, lo cual puede resultar en efectos adversos. Inclusive las bacterias mas
resistentes pueden ser inhibidas o erradicadas por una concentraciéon suficientemente alta de

antibidticos, sin embargo, los pacientes no son capaces de tolerar las concentraciones necesarias, sin
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sufrir efectos toxicos (Cosgrove y Carmeli, 2003). Por citar un ejemplo, el tratamiento con Colistina de
infecciones ocasionadas por especies de Pseudomonas o Acinetobacter altamente resistentes, esta asociado
con un alto riesgo de disfuncion renal (Levin e al., 1999). Por lo que en casos extremos en donde los
pacientes presentan infecciones por cepas bactetrianas resistentes a todos los antibiéticos disponibles, es
necesatia la remocion quirtrgica del sitio de infeccién; o cuando no es posible realizar la cirugfa los

indices de mortalidad son muy altos (Cosgrove y Carmeli, 2003; Harris e al., 1999).

Tabla 3. Ejemplo de los principales genes de resistencia a antibidticos.

Tipo de resistencia Genes Actividad
Resistencia a Aminoglucésidos aac Acetilacién

aph Fosforilacién

ant Adenilacién
Resistencia a f-Lactamicos B-Lactamasas Clases A-D Hidrdlisis Enzimatica
Resistencia a Macrolidos erm A-Y ARN Metilasas

ere A, ere B Esterasas

vgb A, vgb B Hidrolasas

Inu A-B, vat A-E Transferasas

mph A-C Fosforilasas
Resistencia a Vancomicina Operones Tipo Van A-G Modificacién Enzimatica de

precursores de Peptidoglicano

Resistencia a Tetraciclina otr B, ter 3, fet 30, 33, 38, 39, 40, 41; Bombas de Eflujo

tet A-E,G,H, ]

otr A, tet 32, 36; tet M, O, PB, Q, S, Proteccién Ribosomal

T, W

Informacién tomada de la base de datos de genes de resistencia a antibidticos ARDB,
(http:/ /ardb.cbcb.umd.edu/) (Liu y Pop, 2009).

1.2.1. Mecanismos de resistencia bacteriana

El estudio de la resistencia bacteriana a la accién de los antibidticos ha revelado mdltiples y complejos
mecanismos mediante cuales los genes de resistencia se diseminan a través de reino bacteriano (Brown
et al., 2003; Dzidic y Bedekovic, 2003; Oppegaard e al., 2001). La adquisicién y estabilizacion de los
genes de resistencia en el fenotipo bacteriano impiden a los antibidticos ejercer su efecto especifico de

accion sobre el desarrollo de los patégenos (Alanis, 2005; Wright, 2011) (Figura 2).
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Figura 2. Principales mecanismos bacterianos de resistencia a los antibiéticos.

Los mecanismos de resistencia pueden ser divididos en cuatro grupos fundamentales, los cuales se

describen a continuacién:

a) Modificaciones bacterianas que disminuyen la interacciéon del antibiético al punto blanco
de su accion: Uno de los mecanismos de resistencia mas exitosos usados por los microrganismos
para evadir la accién de los antibi6ticos es la modificacion del blanco molecular. A menudo este
tipo de resistencia es generada por mutaciones puntuales en genes seleccionados, resultando en el
desarrollo de cambios en los blancos moleculares, sin generar un alto impacto sobre la integridad
del microrganismo. Por ejemplo, los antibiéticos sintéticos denominados Fluoroquinolonas,
tienen como blanco la Topoisomerasa tipo IIA necesaria para la relajaciéon del ADN
superenrollado, la separacién y desencadenado de los hebras hijas en la replicacién del ADN
bacteriano, mutaciones puntuales observadas en el gen gyrA producen un alto grado de resistencia,

mutaciones de la Serina 83 por aminodcidos con cadenas laterales mayores como, Leucina,
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Isoleucina o Triptéfano, o bien el cambio del Aspartico 87 por Asparagina, Tirosina, o Glicina,
son comunes en grA de bacterias resistentes a las Fluoroquinolonas (Piddock, 1999). Estos
pequefios cambios en la secuencia de aminodcidos alteran la estructura de esta protefna lo
suficiente para impedir la unién y accién de los antibidticos, como demostraron Piton y
colaboradores en 2010 al analizar la estructura de la proteina GyrA proveniente de Mycobacterium
tubercnlosis con y sin la presencia de resistencia a la accién de las Quinolonas (Piton ez a/, 2010).
Otra manera de modificar el sitio blanco de la accion de los antibioticos, es mediante su
modificacién regioselectiva catalizada por enzimas. Las metil transferasas ribosomales son un
ejemplo de esta estrategia: las enzimas Erm modifican la adenina 2058 de la 23S rARN de la
subunidad grande del ribosoma de E. w/i confiriéndole resistencia a tres diferentes clases
estructurales de antibioticos: Macrélidos como la Eritromicina, Licosamidas como la
Clindamicina, y Estreptograminas como la Quinupristina. Mediante la determinacién de la
estructura tridimensional de ribosomas bacterianos en complejo con estos antibiéticos se observo
que a pesar de sus grandes diferencias en estructura, todos estos antibiéticos se unen a la regién
del tanel de salida de péptidos de la subunidad larga del ribosoma (Bulkley ez a/., 2010; Dunkle ez
al., 2010; Blaha ez al., 2008; Ogle ez al., 2001; Brodersen ez al., 2000). La adenina 2058 establece
contactos directos o indirectos con estos antibidticos a través de la amina N6 del anillo de purina.
Las enzimas Erm catalizan la mono o di-metilacién de N6, utilizando como donadotr a la S-
adenosilmetionina (SAM), resultando en la pérdida de sus propiedades para establecer enlaces de
hidrégeno y bloqueando el sitio de unién de los antibiéticos mediante un impedimento estérico.
De manera similar las metil transferasas pueden modificar la adenina 1408 o la guanina 1405 de la
16S rARN de la subunidad ribosomal pequefia, resultando en resistencia contra la acciéon de los
antibi6ticos de la familia de los Aminoglicésidos (Savic ¢7 a/., 2009). Adenina 1408 y guanina 1405

son blancos criticos para la interaccion de los Aminoglicésidos con el ribosoma (Brodersen ef al.,
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b)

2000). Las resistencias mediadas por metil transferasas demuestran que los antibiéticos presentan
una especificidad remarcable y por lo tanto, pequefios cambios moleculares en su blanco de accion
neutralizan su actividad.

Inactivacion enzimatica del antibidtico: La destruccion o modificacién del antibiético por
accion enzimatica es otro de los mecanismos exitosos de resistencia utilizados por las bacterias. El
ejemplo mias estudiado de este tipo de resistencia es la desactivacién hidrolitica del anillo beta-
lactamico de las Penicilinas y Cefalosporinas por las beta-lactamasas producidas por bacterias
resistentes (Philippon ez al., 1989). Los anillos beta-lactimicos acilan y modifican irreversiblemente
a los PBPs (Proteina de Unién a Penicilina, por sus siglas en inglés), que son necesarias para el
entrecruzamiento de las subunidades de la pared celular, sin embargo, los anillos beta-lactimicos
hidrolizados pierden esta propiedad de unién y asi se nulifica su efecto. Las bacterias productoras
de beta-lactamasas las liberan en el especio periplasmico para destruir a los antibiéticos beta-
Lactamicos antes de alcanzar su blanco (PBPs) en la membrana citoplasmatica. Una sola
molécula de beta-lactamasa tiene la capacidad de hidrolizar 103 moléculas de Penicilina por
segundo, asi que, si una bacteria puede secretar alrededor de 105 enzimas, aproximadamente 100
millones de moléculas de Penicilina son hidrolizadas cada segundo, evidenciando el éxito de esta
estrategia de resistencia (Walsh, 2000). Otras clases de antibidticos como los Aminoglucésidos,
no contienen los anillos beta-lactimicos susceptibles a la hidrdlisis mediada por las beta-
lactamasas, sin embargo, existen otras enzimas que modifican a estos antibiticos, principalmente
decorando su periferia con sustituyentes quimicos que interrumpen su interacciéon con sus blancos
de ARN en el ribosoma bacteriano (Shaw e 4/, 1993). Las enzimas encargadas de la modificacién
de los Aminoglicosidos pueden ser, adenil-transferasas que les agregan AMP (Adenosin
Monofosfato, por sus siglas en inglés) (O-adenilizacion), fosforil-tranferasas que les adicionan grupos

—PO; (O-fosforilacion), o acetil-transferasas que acetilan (N-acetilacion) los grupos amino de estos
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antibioticos. Las especies modificadas presentan una menor afinidad por el ARN, por lo que no
pueden interaccionat correctamente con €l y la sintesis de proteinas no se interrumpe (Mingeot-
Leclercq ez al., 1999).

Modificaciones sobre enzimas y proteinas para evadir la accion de los antibiéticos: Otro
mecanismo de resistencia reportado en bacterias es la reprogramacién del sitié blanco o la
implantacion de un “Yypass” molecular para evitar el efecto de los antibiéticos. Este mecanismo es
utilizado por los enterococcos resistentes a Vancomicina (VRE). En estas bacterias los genes
vanHex, codifican para una nueva serie de enzimas que realizan la reducciéon del Piruvato a D-
Lactato (vanH), la unién del D-Lactato y la D-Alanina para la producciéon de D-Ala-D-Lac (vanA)
o, hidrolizan el sustrato natural D-Ala-D-Ala (panX). Generando que sélo el precursor D-Ala-D-
Lac se acumule y sea utilizado como udnico sustrato para la elongacién de las cadenas de
peptidoglicano (Walsh ez /., 1996). La presencia del precursor D-Ala-D-Lac en lugar del natural D-
Ala-D-Ala no tiene ningin efecto en la eficiencia de entrecruzamiento llevado a cado por los
PBPs, sin embargo, el cambio del D-D-dipéptido natural por el D-D-depsipéptido genera una
disminucién de 1,000 veces en la afinidad de la Vancomicina permitiendo a los VRE crecer en
concentraciones 1,000 veces mayores de este antibidtico (Bugg e# a/., 1991). La resistencia a las
Penicilinas no sélo es mediada por la expresion de beta-Lactamasas, ademas mutaciones en las
PBPs para disminuir su interacciéon con los antibiéticos o la expresién de nuevas variantes de las
PBPs se han reportado en cepas resistentes. Por ejemplo, la adquisicién del gen meca que codifica
para la proteina PBP2’, en Staphylococcus anrens, la cual presenta afinidad menor por antibiéticos
beta-Lactamicos; PBP2 es la base genética para el desarrollo del fenotipo Metacilina resistente
(MRSA) (Chu et al, 1996; Song et al, 1987; Spratt, 1994) ampliamente diseminado y de

preocupacion clinica en la actualidad (Deresinski, 2005).
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d) Presencia de bombas de eflujo: Para que los antibiéticos puedan ejercer su efecto es necesario
que estos, puedan interaccionar con su blanco de accién en la maquinaria celular bacteriana y que
ademas estos puedan acumularse para alcanzar concentraciones que les permitan actuar en un
periodo razonable de tiempo. Por ejemplo, la maquinaria para la sintesis de proteinas estd
localizada en el citoplasma bacteriano, por lo que los antibiticos que tienen como blanco de
accion inhibir la sintesis de proteinas, tienen que atravesar las membranas celulares (externa e
interna para Gram negativas y la interna para las Gram positivas) y después acumularse en las
concentraciones necesarias para bloquear el paso especifico del ensamble proteico sobre el cual
actian (Walsh, 2000). Tanto las bacterias Gram positivas como las Gram negativas pueden
volverse resistentes a la accién de las Tetraciclinas, mediante la sobreproduccién de proteinas
asociadas a membrana (42 KDa aproximadamente) que actdan como exportadoras o bombas de
eflujo para estos antibidticos (Levy, 19992; Paulsen ¢ al, 1996). En este mecanismo los
antibiéticos son expulsados antes de que puedan difundirse, por lo que su concentracién siempre
se mantiene por debajo de las necesarias para su accion eficaz. Las bombas de eflujo son
generalmente variantes de las bombas utilizadas por todas las bacterias para la internalizacion y
expulsiéon de moléculas lipofilicas o anfipaticas. Sin embargo, algunas, por pertenecer a bacterias
productoras de antibibticos, estan optimizadas para la secrecién de antibidticos, con la finalidad de
prevenir posibles dafios ocasionados por sus propios metabolitos. Bombas de eflujo equivalentes
se han observado como mecanismo de defensa en diferentes bacterias con resistencia a
Macrolidos como la Eritromicina (Paulsen e/ a/., 1996; Ross ¢ al., 1990).

Una misma bacteria puede desarrollar diferentes mecanismos de resistencia frente a uno o muchos

antibioticos, y del mismo modo un antibidtico puede ser inactivado por distintos mecanismos en

diversas especies bacterianas. La industria farmacéutica ha visto casi agotada su capacidad de introducir

nuevos farmacos antibacterianos por los altos costos de investigacion y la escasa recuperaciéon de la
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inversion, por lo que ante el desalentador panorama generado por la constante apariciéon de cepas
bacterianas con tesistencia a antibioticos, en los dltimos afios la investigacién farmacoldgica se ha
encaminado hacia la obtencién de agentes antimicrobianos con propiedades o mecanismos de accién
diferentes a los convencionales, entre los cuales podemos encontrar a los péptidos antimicrobianos de
distintas fuentes (Villegas y Corzo, 2005).

1.3. Péptidos antimicrobianos

Los organismos, a través de la evolucién, han desarrollado diversos mecanismos para reconocer y
neutralizar el ataque de patégenos. Incluso organismos unicelulares simples, como las bacterias, poseen
un sistema de enzimas, endonucleasas principalmente, que las protegen contra infecciones virales por
bacteriéfagos (Labrie ef al., 2010). Al conjunto de estos mecanismos de defensa se le denomina sistema
inmunolégico. Las estrategias de la inmunidad se dividen en mecanismos de inmunidad innata, comin
en todos los organismos, ¢ inmunidad adquirida o adaptativa, evolucionada en vertebrados. En los
organismos multicelulares, las defensas innatas constituyen la primera barrera contra la colonizacién,
infeccién y enfermedad causada por patdgenos. Estas defensas estin siempre disponibles y tienen una
especificidad limitada, por lo que estan dirigidas a contrarrestar las estrategias generales utilizadas por
los patégenos para invadir a un organismo. Los principales elementos de la inmunidad innata
comprenden, diferentes tipos de barreras fisicas como mucosas y la piel, asi como, diferentes tipos de
células como las NK (Células Asesinas Naturales, por sus siglas en inglés) y granulocitos (macréfagos,
neutréfilos) que son activadas por receptores, por ejemplo los del tipo "Toll", para la fagocitosis de los
microorganismos patégenos y la liberaciéon de diferentes compuestos y péptidos con capacidades
quimio atrayentes (citoquinas y quimiocinas) y antimicrobianas (Beutler, 2004; Kimbrell y Beutler, 2001;
Medzhitov y Janeway, 1997; Mushegian y Medzhitov, 2001; Turvey y Broide, 2010). Los péptidos
antimicrobianos, componentes de la inmunidad innata (Zasloff, 2002b), se encuentran ampliamente

distribuidos en la naturaleza, tanto en organismos inferiores como superiores, (Andreu y Rivas, 1998;
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Bulet ez al., 2004; Ganz, 2003a; Lai y Gallo, 2009; Rivas-Santiago ef al., 2006; Zasloff, 2002a), han sido
aislados en bacterias (Jack ez al., 1995; Cotter e# al, 2005), en plantas (Barbosa ef a/., 2011; Thomma ez a/.,
2002), en la hemolinfa y el veneno de abejas, avispas, arafias y alacranes, asi como en células epiteliales y
la sangre de anfibios y mamiferos (Andreu y Rivas, 1998; Bulet ¢ a/.,, 1999; Corzo ef al., 2001; Corzo et
al., 2002; Moerman et al., 2002; Villegas y Corzo, 2005; Zeng ef al., 2005). Comprenden el principal
mecanismo de defensa contra infecciones bacterianas en insectos y anfibios, mientras que en mamiferos
son componentes del sistema de inmunidad innata y ademas, se han reportado diferentes actividades
accesorias, como la quimiotaxis, que sirve de enlace con el sistema inmune adaptativo, y la angiogénesis
(Agerberth ez al., 2000; Gallo y Nizet, 2003; Oppenheim e7 a/., 2003; Rollins-Smith e# a/., 2005; Schauber
y Gallo, 2008; Yeung e al, 2011). Por lo que debido a la amplia distribucién de los péptidos
antimicrobianos a través de los organismos se ha generado una gran diversidad en su estructura y
espectro de actividad (Epand y Vogel, 1999; Rosengren ¢f al., 2002). Los péptidos antimicrobianos son
moléculas pequefias, con un tamafio que puede variar entre los 12-50 aminoacidos, que generalmente se
organizan en una estructura anfipatica, y un peso molecular de entre 2-5 KDa (Jenssen et al., 2006). Sin
importar su longitud y caracteristicas estructurales, los péptidos antimicrobianos poseen dos
caracteristicas comunes: la primera, poseen una carga neta positiva de +2 a +9 debido a la presencia de
aminodcidos basicos (Lisinas y Argininas) y la segunda, aproximadamente de un 30-50% de los
aminodacidos que los constituyen son hidrofébicos (Hancock y Lehrer, 1998; Zasloff, 2002b; Wang y
Wang, 2009). Estas caracteristicas comunes otorgan a los péptidos antimicrobianos un amplio espectro
de actividad, que incluye a diferentes tipos de virus encapsulados, microorganismos como bacterias
Gram positivas y negativas, levaduras, protozoarios y hongos, ademds, se ha reportado su actividad
citotoxica contra células cancerigenas (Hancock y Lehrer, 1998; Larrick y Wright, 1996), razén por la
cual en los ultimos afios los péptidos antimicrobianos han sido propuestos como candidatos para el

desarrollo de nuevos antibidticos. En la actualidad, existen reportadas mas de 4,000 secuencias para
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péptidos antimicrobianos (Thomas ez a/., 2010) y se han caracterizado cerca de 1,800 diferentes péptidos

tanto naturales como sintéticos, sus secuencias, asi como la informacién estructural de 241 de ellos,

estan depositadas en la APD (Base de Datos de Péptidos Antimicrobianos, por sus siglas en Inglés),

agrupados con base en la selectividad de su actividad, antiviral, antibacteriana, antifingica y contra

células cancerigenas (Wang y Wang, 2004; Wang e a/., 2008). Sin embargo, existen otras bases de datos

mas especializadas avocadas al estudio de los péptidos antimicrobianos que pueden servir como

herramientas para el descubrimiento y disefio de nuevos péptidos antimicrobianos con caracteristicas

mejoradas (Tabla 4).

Tabla 4. Bases de datos avocadas al estudio de los Péptidos Antimicrobianos.

Nombre Pagina Web Contenido Actualizada  Referencias

AMSDb http://www.bbem.units.it/ ~tossi/pagl.htm 811 Secuencias de PAMs de 2003 Tossi y Sandti, 2002.
plantas y animales.

AMPER http://marray.cmdr.ubc.ca/cgi-bin/amp.pl 1045 Secuencias de plantas y 2007 Fiell et al., 2007.
animales y herramientas para el
descubtimiento de PAMs.

APD2 http://aps.unmc.edu/AP/main.php 1954 Secuencias de PAMs de 2012 Wang y Wang, 2004.
todas las fuentes y sintéticos. Wang e al., 2009.
Herramientas para el
descubrimiento y disefio de
PAMs.

Bactibase 2 http:/ /bactibase.pfba-lab-tun.org/main.php 177 Secuencias de 2009 Hammami ez al., 2007.
Bacteriocinas naturales. Hammami ez a/., 2010.

BAGEIL2 http://bagel2.molgenrug.nl/ 335 Secuencias de 2010 de Jong et al., 2006.
Bacteriocinas y herramientas de Jong ez al., 2010.
de prediccion en procariontes.

CAMP http://www.bicnirrh.res.in/antimicrobial / 4020 Secuencias de PAMs de 2010 Thomas e al., 2010.
todas las  fuentes, 1216
validadas experimentalmente.

CyBase http://www.cybase.org.au/ 498 Secuencias de PAMs 2012 Mulvenna e¢# al., 2006.
ciclicos de todas las fuentes y Wang e al., 2008.
aplicaciones para disefio.

DAMPD http://apps.sanbi.ac.za/dampd/index.php Antes ANTIMIC, 1232 2011 Brahmachary ez al., 2004.
Secuencias de PAMs validadas Brahmachary ez al., 2006.
experimentalmente y Sundararajan ez al., 2011.
herramientas para el
descubtimiento de PAMs.

Defensin http://defensins.bii.a-star.edu.sg/ 363 Secuencias de PAMs de la 2008 Seebah ¢ al., 2007.

Knowledgebase familia de las Defensinas de
todas las fuentes.

Penbase http://penbase.immunaqua.com/ 28 Secuencias de PAMs de la 2008 Gueguen ¢ al., 2000.
familia de las Penaeidinas

Peptaibols http://peptaibol.cryst.bbk.ac.uk/home.shtml 317 Secuencias y estructuras 2004 Chugh y Wallace, 2001.
de la familia de los Peptaibols, Whitmore y Wallace, 2004.
PAMs con amino icidos no
estandar.

PhyAMP http://phytamp.pfba-lab-tun.org/main.php 271 Secuencias de PAMs 2008 Hammami ez a/., 2009.
naturales aislados de plantas.

RAPD http://faculty.istunomaha.edu/chen/rapd/ 179  Secuencias de PAMs 2010 Liy Chen, 2008.
producidos de manera

recombinante.

PAMs: Péptidos antimicrobianos.
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1.3.1. Mecanismo de accién de los péptidos antimicrobianos

Las superficies de las membranas bacterianas se encuentran cargadas negativamente por la presencia de
fosfolipidos como el fosfatidilglicerol, la cardiolipina o la fosfatidilserina, que presentan una carga neta
negativa. Se ha propuesto que las regiones catibénicas de los péptidos antimicrobianos interaccionan con
los fosfolipidos de la membrana, mientras que sus regiones hidrofébicas se insertan en el intetior
hidrofébico, ensamblandose en diferentes poros multiméricos que causan la lisis celular (Hancock y
Lehrer, 1998; Yeaman y Yount, 2003). Para el caso de las bacterias Gram positivas, envueltas por una
simple membrana citoplasmatica y peptidoglicano, los péptidos se unen a la superficie externa de la
membrana, después, se insertan en ella formando canales que permiten la filtracién del contenido
celular al exterior (Hancock y Lehrer, 1998). Las bacterias Gram negativas estin conformadas por una
membrana externa compuesta de lipopolisacaridos (estabilizados por cationes como Mg*? y Cat?),
proteinas y fosfolipidos, el espacio periplasmico (compuesto de proteinas y peptidoglicano) y la
membrana citoplasmatica (compuesta de fosfolipidos). Los péptidos antimicrobianos interactian
inicialmente con los lipopolisacaridos de la superficie bacteriana, desplazando los cationes e
insertandose en la membrana mediante un proceso denominado “Self-promoted-uptake”. Este proceso
permite la entrada de diferentes moléculas como otros péptidos antimicrobianos, compuestos
hidrofébicos, o bien, antibidticos (Hancock y Lehrer, 1998). El mecanismo molecular por el cual los
péptidos antimicrobianos se permeabilizan a través de las membranas provocando su disrupcién es
dependiente de pardmetros como la secuencia de aminoacidos, su carga neta y la concentracién del
péptido (Oren y Shai, 1998; Powersand y Hancock, 2003). Aunque como se mencioné anteriormente el
objetivo principal de la actividad de los péptidos antimicrobianos es la membrana celular de las
bacterias (proceso distuptivo), los péptidos antimicrobianos pueden difundirse al espacio intracelular e
interferir con procesos esenciales para la maquinaria celular bacteriana, tales como, la sintesis y plegado

de proteinas, asi como la replicacién del ADN y el ARN (proceso no disruptivo) (Almeida y Pokorny,
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2009; Marcos y Gandfa, 2009; Nicolas, 2009; Powersand y Hancock, 2003; Sharma y Khuller, 2001;

Sitaram y Nagaraj, 2002) (Figura 3).

Mecanismos de Accion de los PAMs

PAMs en Baja Concentracion
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Figura 3. Mecanismos mediante los cuales los péptidos antimicrobianos generan la lisis celular
bacteriana. Izquierda, A) Internalizacion por flip-flop y Poro multimérico, B) Poro toroidal, C) Barril sin
fondo, D) Mecanismo de carpeta y E-I) Posibles blancos intracelulares. Derecha, Union de los péptidos
antimicrobianos a la superficie de la membrana bacteriana de E. coli, en baja y alta concentracion.
(Modificada de Jenssen et al, 2006).

1.3.2. Clasificacion y estructura de los péptidos antimicrobianos

Existen diferentes maneras de clasificar a los péptidos antimicrobianos, estos pueden ser clasificados
por su procedencia (insectos, plantas, anfibios, mamiferos), o bien por la selectividad de su actividad
(virus, bacterias, protozoarios, células de cancer). Sin embargo, la forma de clasificacién de los péptidos

antimicrobianos mas utilizada en la literatura cientifica esta basada en sus caracteristicas estructurales.
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Existen cuatro familias o clases estructurales: hojas beta, alfa-hélices, asas y péptidos lineales, siendo las

dos primeras las mas comunes en la naturaleza (Hancock y Lehrer, 1998). Algunos ejemplos de

estructuras correspondientes a algunos péptidos antimicrobianos se presentan en la tabla 5.

Tabla 5. Clasificacion estructural de los péptidos antimicrobianos.

Clasificacién Caracteristicas Ejemplos Estructuras
alfa-Defensinas
Hebras beta 2-4 Puentes Disulfuro s
beta-Defensinas
LL-37
alfa-Hélices Sin Puentes Disulfuro
Magaininas M é ; -,
, L]
o & 7
. . . l "
Lineales Ricos en G, P, W, R/H Indolicinas \ .
.\\‘ ) ;
Asas 1 Puente Disulfuro Mersacidina

Modificada de Hancock y Sahl, 2006.

1.3.3. Péptidos antimicrobianos alfa-lineales del veneno de aracnidos

Los péptidos antimicrobianos con estructura alfa-helicoidal son moléculas lineares que, principalmente,

se encuentran como estructuras desordenadas en medios acuosos, adquiriendo su conformacion

helicoidal justo antes de interaccionar con las regiones hidrofébicas de las membranas bacterianas.

Estos péptidos antimicrobianos son producidos por organismos que van desde los insectos hasta los

humanos (Tossi ¢ al., 2000) y de manera general, poseen un amplio y potente espectro de actividad

(bacterias, virus, hongos y levaduras). Sin embargo, su espectro de accién de los diferentes péptidos
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antimicrobianos es variable a través de ellos (Tossi e al, 2000); algunos ejemplos de péptidos

antimicrobianos con estructura alfa-helicoidal se enumeran en la tabla 6.

Tabla 6. Péptidos antimicrobianos de la familia de las alfa-hélices.

PAM Fuente Secuencia Actividad

Cecropina P10 Cerdo SWLSKTAKKLENSAKKRISEGIATAIQGGPR Bacterias Gram
+/—, Hongos y

Protozoatios
Magainina 2[°] Rana GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMNS Bacterias Gram
+/—, Hongos y

Protozoarios
Melitinalcl Abeja GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ Bacterias Gram
+/—, Hongos y

Eritrocitos

Cetelicidina LL-371d] Humano LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES Bacterias Gram

+/—y Vitus

[2] Christensen et al., 1988 [Pl Zasloff, 1987 [l Andreu et al., 1992 [4] Agerberth et al., 1995.

El veneno de los diferentes ardcnidos es una mezcla compleja de diferentes componentes proteicos,
tales como, toxinas, enzimas y péptidos. Estos componentes actian como herramientas de defensa
contra predadores o bien, para capturar a sus presas (Nicholson, 2006; Possani y Rodriguez de la Vega,
20006). En el caso de los venenos provenientes de los alacranes y escorpiones se conocen cerca de 350
componentes proteicos y se proyecta que existen cerca de 100,000 distintos componentes (Possani ez
al., 1999). Los componentes proteicos mas estudiados en los venenos de escorpiones son las toxinas de
Nat y K, pero también se han reportado actividades enzimaticas (hialuronidasa y fosfolipasa) (Jungo y
Bairoch, 2005; Possani, 1984), asi como la presencia de péptidos antimicrobianos (Tabla 6) alfa-
Lineales, Pandininas, IsCT, Opistoporinas y BmK (Corzo ¢ al., 2001; Dai ez al., 2002; Moerman ez
al., 2002; Zeng et al., 2004). Por otro lado, el veneno de las arafias también presenta una amplia gama de
componentes proteicos (Escoubas, 2006; Escoubas y Rash, 2004; Estrada ¢ 4/, 2007b), principalmente
neurotoxinas especificas para insectos, las cuales han sido propuestas como alternativas para el control
biolégico de plagas en diferentes cultivos (Corzo ef al., 2000; de Castro ez al., 2004; Escoubas e al., 2000;
Nicholson, 2006). En las glandulas venenosas de diferentes arafias se han identificado péptidos

antimicrobianos como las Oxyopininas, Latarcinas y Lycotoxinas (Corzo ef al., 2002; Kozlov et al.,

20



1. NTRODUCCION Y ANTECEDENTES

. P
INSTITUTO
mnr

BIOTECNOLOGIA

2006; Moerman ez al., 2002; Yan y Adams, 1998; Zeng ¢# al., 2004). Estos reportes ponen de manifiesto

el potencial de los venenos de los ardcnidos para la identificacién de nuevos péptidos antimicrobianos.

Tabla 7. Actividad de antimicrobianas y antifiingicas de Péptidos Antimicrobianos aislados del venenos
de alacranes.

PAM CMI (uM) Bacterias Actividad Actividad
Gram + Gram - Antifiingica Clso Hemolitica

Hadrurina 10-50 10-50 N.D. +
Parabutoporina 6.3- >50%* 1.6- >50* 0.3-3.5 +
Pandinina 1 1.3-5.2 20.8->20.8 >20.8** +
Opistoporina 1 12.5- >50* 1.6- >50* N. D. +
Opistoporina 2 N.D. N. D. 19.1%* N. D.
Pandinina 2 2.4-4.8 19.1-38.2 N. D. +
BmKb 1 16.0-81.5 18.1-98.8 N. D. N. D.
IsCT 0.7-16.6 3.3->150 N. D. +
IsCT 2 0.7-17.1 3.4->150 N. D. +
BmKn 2 0.6-8.0 1.5-21.3 N. D. N. D.

CMI, Concentracion Minima Inhibitoria; N.D., No Determinada; +, Actividad positiva; ClIs, Concentracion
necesaria para inhibir e crecimiento fiingico en un 50%; *, Ensayo en ausencia de Mg*?; **, Valor de la CMI
(Modificada de Zeng et al., 2004).

1.3.3.1. Oxyopininas y Pandininas

En nuestro grupo de investigacion se ha abordado el estudio de péptidos antimicrobianos provenientes
principalmente del veneno de aricnidos, reportando la purificacién y caracterizacién de diferentes
péptidos, tales como las Oxyopininas (Oxkil y Oxki2) del veneno de Oxyogpes takiobus y las
Pandininas (Pinl y Pin2) del veneno de Pandinus imperator (Corzo et al., 2001; Corzo et al., 2002;
Belokoneva et al., 2003; Belokoneva ef al., 2004; Nomura ef al., 2004; Nomura e al., 2005; Nomura y
Corzo, 2000). Estos péptidos poseen cualidades y potencial para ser considerados como antibiéticos de
aplicacion topica (Villegas y Corzo, 2005). La estructura secundaria de estos antibiéticos peptidicos es
una estructura alfa-lineal, la cual es interrumpida generalmente por aminoacidos que rompen esta
estructura para continuar en un segmento alfa-helicoidal (Corzo ef al., 2001; Nomura e7 al., 2004). Estos
aminodcidos, Prolina (presente en Pin2) o Glicina-Valina-Glicina (presente en Oxki2), dividen la

estructura alfa-hélice en dos secciones, generando propiedades mas hemoliticas (cuando existe una
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Prolina) o menos hemoliticas (cuando existe Glicina-Valina-Glicina), esta caracteristica les permite ser
propuestos como productos antimicrobianos con igual modo de accién pero con un menor o mayor
indice terapéutico, por lo que modificaciones estructurales mediante sustituciones de aminoacidos que
mejoren el indice terapéutico de estas moléculas, generarfan un producto con propiedades
antimicrobianas comercialmente diferentes (Estrada e a/., 2007b; Villegas y Corzo, 2005).

1.3.3.2. Efecto de la incidencia de residuos de Prolina en las regiones centrales de los péptidos
antimicrobianos alfa-lineales provenientes de venenos

Los residuos de Prolina pueden ser encontrados comunmente en las regiones centrales de
componentes de proteinas transmembranales con estructura alfa-helicoidal (Bywater ez al, 2001;
Sansom, 1992), su elevada frecuencia en este tipo de proteinas es indicativo de roles estructurales y
funcionales (Cordes ¢# a/., 2002). La Prolina se presenta en concentraciones significativas dentro de las
regiones centrales de alfa-hélices transmembranales, regularmente antes de una Glicina. Debido a la
hidratacién estérica y la ausencia de puentes de hidrégeno, las Prolinas introducen una regién de
flexibilidad en la estructura transmembranal, la cual en ocasiones se incrementa por la presencia de
residuos de Glicina cercanos (Cordes ef al., 2002). Diferentes péptidos antimicrobianos formadores de
poros en las membranas bacterianas, como la Melitina del veneno de Apis mellifera y la Pardaxina de
Pardachirus marmoratus, presentan residuos de Prolina en sus regiones centrales (T'abla 5). Su presencia ha
sido relacionada con una gran actividad antimicrobiana, sin embargo, estos péptidos también presentan
actividades hemoliticas a concentraciones bajas (Dathe ¢f al., 1998; Dempsey ¢f al., 1991; Oren y Shai,
1997; Thennarasu y Nagaraj, 1996). Por el contrario, péptidos antimicrobianos no hemoliticos como la
Magainina 2 (aislada de la piel de la rana Xenopus laevis), solo presentan residuos de Glicina en sus
regiones centrales (Zasloff, 1987), sugiriendo el efecto de estos residuos en la modulacién de la
actividad hemolitica. En la figura 4 se muestra la estructura alfa-hélice de la Magainina 2 de la piel de

Xenopus laevis y la estructura hélice-doblez-hélice de 1a Melitina del veneno de Apis mellifera.
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Tabla 8. Prolina en la regiones centrales de diferentes péptidos antimicrobianos hemoliticos.

Péptido Secuencia % Similitud Referencias
Pandinina 2 FWGALAKGALKLIPSLFSSEFSKKD-- 100.0 Corzo et al., 2001.
Brevinina 1 FLPVLAGIAAKVVPALFCKITKKC-- 75.2 Motikawa et al., 1992.
Gaegurina 5 FLGALFKVASKVLPSV KCAITKKC- 73.2 Park et al., 1994.
Pipinina 1 FLPIIAGVAAKVEFPKIFCAISKKC-- 72.2 Goraya et al., 2000.
Pipinina 2 FLPIIAGIAAKVFPKIFCAISKKC-- 71.4 Goraya ¢ al., 2000.
Ponericina W5 FWGALIKGAAKLIPSVVGLFKKKQ 70.0 Orivel et al., 2001.
Gaegurina 6 FLPLLAGLAANFLPTIICKISYKC-- 67.0 Park ez al., 1994.
Melitina GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ 63.4 Kreil, 1973.
Ponericina W3 IWGTLAKIGIKAVPRVISMLKKK 56.0 Orivel ¢t al., 2001.

Figura 4. Estructuras de péptidos antimicrobianos alfa-lineales. [a] Magainina 2 de Xenopus Ilaevis
[PDB ID: 2MAG] (Gesell et al., 1997) y [b] Melitina de Apis mellifera [PDB ID: 2MLT] (Anderson et al.,
1980). © Residuos hidrofébicos, ® Residuos acidos y ® Residuos basicos.

Se han realizado diferentes estudios avocados a la modificaciéon de péptidos altamente hemoliticos,
como la Melitina y la Pardaxina, con la finalidad de aumentar su especificidad hacia las bacterias y
disminuir su actividad hemolitica, utilizando estrategias como modificacién de sus regiones C-
terminales o insertando D-aminoacidos en su estructura (Oren y Shai, 1997; Sitaram y Nagaraj, 2002).
Cambios y eliminaciones de las Prolinas centrales presentes en las secuencias de estos péptidos generan
diferentes efectos, por ejemplo, la substitucion de la Prolina 14 por Alanina en los péptidos
antimicrobianos Melitina y Pardaxina incrementa sus actividades antimicrobianas y hemoliticas, como
resultado de un incremento en la helicidad de los analogos (Dempsey e al., 1991). Por otro lado,

péptidos antimicrobianos catiénicos como las Oxyopininas provenientes del veneno de la arafia

23



1. NTRODUCCION Y ANTECEDENTES

INSTITUTO

BIOTECNOLOGIA

Oxyopes takiobus y las Ponericinas G del veneno de la hormiga ponerina Pachycondyla goeldii presentan
actividades antimicrobianas, sin efectos cito toxicos contra eritrocitos. Estos péptidos presentan
diferentes perfiles en sus regiones centrales, las Oxyopininas poseen la secuencia [GVG] y las
ponericinas G tienen Glicinas flanqueando a la Prolina central de su secuencia generando el motivo
estructural [GPG] (Corzo et al., 2002; Orivel e al., 2001). Hibridos sintéticos de Melitina y Cecropina
en los cuales la Prolina central de la Melitina fue cambiada por Glicina o flanqueada por los mismos
residuos, como en el caso de las Ponericinas G, no presentaron actividades hemoliticas en
comparaciéon con los péptidos parentales y otros analogos en los que la Prolina permanecié presente
(Shin ez al., 1999). La hemolisis es una de las principales limitaciones para la aplicacion de los péptidos
antimicrobianos como terapéuticos (Blondelle y Houghten, 1992). La Pandinina 2 (Pin2) es un péptido
catiénico con una estructura alfa-helicoidal aislado del veneno del escorpion africano Pandinus imperator,
este péptido presenta actividades antimicrobianas contra bacterias Gram positivas y negativas en el
rango micromolar, pero ademas este péptido es altamente hemolitico en concentraciones cercanas a las
de actividad antimicrobiana (Corzo ef al., 2001). Pin2 posee un residuo de Prolina en la parte media de
su estructura formando un motivo hélice-doblez-hélice como en los péptidos Melitina, Alameticina y
Pardaxina (Corzo e al., 2001). Nosotros proponemos en este reporte que la incidencia del motivo
hélice-doblez-hélice a través de diferentes péptidos antimicrobianos altamente hemoliticos, podtia ser
un factor intrinsecamente relacionado con la selectividad de la actividad de estos péptidos. Por lo que el
intercambio del motivo hélice-doblez-hélice por la introduccién de la secuencia [GVG] inspirada en las
Oxyopininas o bien, la adicién de Glicinas flanqueando a la Prolina central de Pin2 [GPG] como en el
caso de la Ponericinas G, podrian tener un efecto sobre la selectividad de la actividad de Pin2

disminuyendo su perfil hemolitico.
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1.3.4. Péptidos antimicrobianos de origen humano

Existen diferentes tipos de péptidos antimicrobianos de procedencia humana, dentro de los cuales
destacan las Histatinas, Catelicidinas y, las alfa-Defensinas y beta-Defensinas como los mas
estudiados (Agerbert e al., 1995; Agerbert e al., 2000; De Smet y Contreras, 2005; Ganz, 2003b; Ryley,
2001). En la APD se encuentra la secuencia de 28 diferentes péptidos antimicrobianos de procedencia
humana y de 9 analogos sintéticos con actividad antimicrobiana probada (Anexo 1). La longitud de los
péptidos humanos varia entre 12 y 45 residuos y su carga neta positiva va desde +2 hasta +12. Se han
identificado ademas, actividades antifungicas, antivirales y citotoxicas relacionadas con estos péptidos
(Cole y Ganz, 2000). Dentro de los péptidos humanos mas referenciados en la literatura cientifica
encontramos a las Defensinas. En todas las Defensinas existen seis residuos de cisteina ampliamente
conservados, los cuales forman tres puentes disulfuro intramoleculares, los cuales estabilizan tres hebras
beta antiparalelas (Bauer ef a/., 2001; Ganz y Lehrer, 1994; Lehrer, 2004), su longitud varia de 30-40
aminodcidos y presentan un peso molecular de 3-4 KDa (Ganz y Lehrer, 1994). Las Defensinas
presentan una estructura tridimensional similar en solucién (Bauer ¢7 a/., 2001) y se subdividen en alfa,
beta y teta de acuerdo con el patrén de sus tres puentes disulfuro, sin embargo, en los humanos solo
existen las clases alfa y beta. En la figura 5 se muestra el alineamiento de algunos ejemplos de alfa y
beta-Defensinas y en la figura 6 las estructuras de la alfa-Defensina humana 2 (hNP2) y la beta-

Defensina humana 2 (hBD?2).

1.3.4.1. beta-Defensinas

Las beta-Defensinas han sido aisladas principalmente en tejidos epiteliales humanos, pero ademas, se
han detectado en mucosas orales y nasales, pulmoén, glandulas salivales, intestino, estomago, rifiones,
ojos entre otros (Fellermann y Stange, 2001; Lehmann ef @/, 2002; Nitschke ¢z a/., 2002; Valore et al.,

1998).
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Figura 5. Alineamientos de alfa y beta-Defensinas presentando el patrén de sus puentes disulfuro. alfa-
Defensinas Cys1-Cys6, Cys2-Cys4, Cys3-Cys5 y beta-Defensinas Cysl1-Cys5, Cys2-Cys4, Cys3-Cys6, los
residuos verdes indican variaciones en la secuencia carboxilo terminal (Lehrer, 2004).

Figura 6. Estructuras de Defensinas humanas. [a] alfa-Defensina humana 2 [PDB ID: 1ZMH] (Xi et al,
2005) y [b] la beta-Defensina humana 2 [PDB ID: 1E4Q] (Bauer et al., 2001).

Hasta la fecha se han aislado y caracterizado solo seis beta-Defensinas (hBD 1-6) (Yang ez al., 2004),
pero gracias a estudios genémicos y con la ayuda de estrategias computacionales se han identificado un
total de 23 nuevos genes que hipotéticamente codifican para beta-Defensinas (Pazgiera ¢f a/., 20006;
Schutte ef al., 2002) (Figura 5), de los cuales cuatro han sido reportados a nivel de ARNm (hBD?7,
hBD9, hBD11 y hBD12) con expresiéon constitutiva en queratinoicitos gingivales y dos (hBDS vy

hBD14) inducidos en las mismas células por Interleucina (IL) 1B y reto con diferentes especies de
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Candida, indicando la importancia de maltiples beta-Defensinas en la respuesta a infecciones orales
(Premratanachai ef al., 2004). Las hBD1 y hBD2 son producidas en células epiteliales (Yang e al., 2001),
mientras que la hBD3 se expresa en diferentes 6rganos y tejidos no epiteliales (Garcia et al., 2001;
Hatrder e al., 2001). Mientras que la hBD1 se expresa constitutivamente, las hBD2 y hBD3 pueden set
inducidas por la presencia de vitus, bacterias, productos microbianos (endotoxina) o por citoquinas
proinflamatorias como el factor de necrosis de tumores (TNF, por sus siglas en ingles) e interleucina 1
(IL-1) (Duits et al, 2003; Ganz, 2003b; Proud ez al, 2004; Yang et al, 2001). La hBD4 presenta
expresion constitutiva en testiculos y puede ser inducida en células respiratorias humanas con
infecciones bacterianas; las hBD5 y hBDG6 se restringen al epididimo (Yamaguchi ez a/, 2002). Las beta-
Defensinas 2 y 3 han demostrado su actividad antimicrobiana contra diferentes microorganismos
(acrobios y anaerobios) con incidencia en infecciones bucales como Actinomyces sp., Streptococcus sp.,
Staphylococcns sp., Psendomonas sp., Candida sp., entre otros (Joly et al., 2004), hBD3 presenta la mejor
actividad antimicrobiana caracterizada en este tipo de péptidos (<10ug/mL) y ademds, por su alta
concentracion de cargas positivas (+12) es menos sensible a la presencia de sales en el medio (Jung ez
al., 2011; Harder et al., 1997; Harder e al., 2001). Ademas, diferentes reportes han demostrado que las
beta-Defensinas pueden contribuir al control de la replicaciéon del virus de la inmunodeficiencia
humana tipo 1 (VIH-1) "i vive" (Chang y Klotman, 2004; Quifiones-Mateu ¢ a/., 2003; Sun e# al., 2005).
En nuestro grupo de investigacién se ha logrado el plegamiento y produccién "in vitro” de toxinas de
alacranes y arafias con estructuras conformadas por hojas beta plegadas y la presencia de hasta cuatro
puentes disulfuro (Estrada e a/., 2007a; Hernandez-Salgado e al., 2009), aprovechando esta experiencia
previa, este proyecto permitié a nuestro grupo incursionar en el estudio de las beta-Defensinas
humanas, péptidos antimicrobianos que presentan tres puentes disulfuro. En este reporte
seleccionamos dos secuencias, la de la beta-Defensina humana 11 (hBD11), debido a que su actividad

antimicrobiana no ha sido caracterizada y ademas presenta la secuencia mas corta reportada para una
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beta-Defensina humana, facilitando asi su produccién por sintesis quimica y por otro lado, la
secuencia consenso de 32 aminodcidos surgida del alineamiento de todas las beta-Defensinas
caracterizadas experimentalmente asi como de las hipotéticas, deducidos por su similitud de secuencia,
que presenta una carga neta de +9 cercana a la de la hBD3 (+11). Debido a la similitud a nivel de
secuencia entre las beta-Defensinas humanas estudiadas en este trabajo (hBD11 y hBDcon) y las ya
caracterizadas previamente (hBD 1-6/26-28), se espera que presenten un plegamiento similar y
actividades antimicrobianas tanto contra bacterias Gram positivas y negativas, sin presentar actividades

hemoliticas.

1.3.5. Potencial terapéutico y limitaciones de los péptidos antimicrobianos

1.3.5.1. Potencial terapéutico de los péptidos antimicrobianos

Como ya se menciond en la primera parte de la introduccién, en los ultimos afios se ha generado un
incremento significativo del nimero de cepas bacterianas con resistencia a antibiticos, lo que pone de
manifiesto la necesidad de desarrollar antibidticos novedosos que ayuden a solucionar esta
problematica. Los péptidos antimicrobianos, debido a su mecanismo de accién, amplio espectro de
actividad, poca resistencia bacteriana, y sus actividades inmunomoduladoras, han sido propuestos como
candidatos para el desarrollo de nuevos antibidticos y sus aplicaciones podrian abarcar diferentes
ambitos productivos, relacionados a la salud (Tabla 8). A la fecha al menos de 20 productos
terapéuticos basados en péptidos antimicrobianos han sido sometidos para su aprobacién por la FDA
(Administracion Americana de Alimentos y Medicinas, por sus siglas en inglés), sin embargo, solo un
par de ellos han sido aceptados para su comercializacién, dado que, para la mayoria de estas moléculas,
aun existen ciertas limitantes a vencer para lograr su aprobacién como terapéuticos. El primer PAM
aceptado para aplicacién fue la Nicina, este péptido antimicrobiano de 34 aminoacidos pertenece a la
familia de los lantibioticos bacterianos o bactericinas y es producido mediante fermentacién de la

bacteria Lactococcus lactis en sustratos naturales como leche y dextrosa. La principal aplicacién de este
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PAM se relaciona con la industria de los alimentos y es utilizado en concentraciones que van desde 1-25

ppm como preservador de diferentes productos como, quesos, carnes y bebidas, evitando su

descomposicién por la accion de bacterias Gram negativas (Bajardi, 2011; Laverty ef a/., 2011; Ruhr y

Sahl, 1985).

Tabla 9. Aplicaciones propuestas para los péptidos antimicrobianos.

Aplicacion

Referencia

Quimioprofilaxia antimicrobiana, evitando la adherencia de bacterias infecciosas a los
dispositivos médicos implantados en cirugfas.

Inhibir el crecimiento de las bacterias orales asociadas al desarrollo de la caries y a la
formacion temprana de la placa bacteriana.

Tratamiento de las infecciones de la piel.

Terapia de tdlceras estomacales ocasionadas por infecciones de Helicobacter pylori.

Agentes anticonceptivos que limiten la infeccion de enfermedades de transmision sexual
provocadas por Neisseria, Chamydia y los virus del Herpes e inmunodeficiencia humana.
Agentes que mejoren la potencia de los antibiéticos comunes, facilitando su acceso al
interior de las células bacterianas.

Seguridad alimentaria.

Citioni et al., 2003
Concannon ef al., 2003
Ulvatne, 2003

Projan y Blackburn, 1993
Yasin e al., 2000
Darveau et al, 1991

Rydlo et al., 2006

1.3.5.2. Limitantes de los péptidos antimicrobianos

Se han planteado tres limitantes principales para lograr el aprovechamiento de los péptidos

antimicrobianos como terapéuticos en la industria farmacéutica:

1. Posible toxicidad contra células eucariotas: Esta limitante restringe su modo de aplicacion

al tratamiento tépico de infecciones superficiales y deja de lado su uso parenteral y oral, que

son las aplicaciones mas lucrativas en el mercado farmacéutico (Hancock y Sahl, 2006). Las

posibles alternativas para contender con esta desventaja son el disefio de péptidos con

actividad hemolitica reducida y el uso de los péptidos de origen humano, como la Catelicidina

LL-37 y las beta-Defensinas, que por su origen, poseen una menor actividad hemolitica y

toxicidad contra células eucariotas (Sandgren ef al., 2004).

2. Susceptibilidad a la accion enzimatica de las proteasas: Por ejemplo, enzimas proteoliticas

como la tripsina atacan a las proteinas en los residuos basicos, esenciales para la actividad de
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los péptidos antimicrobianos. Se han propuesto diferentes soluciones a este problema, tales
como el uso de D-aminoacidos en lugar de los L-aminoacidos naturales y la modificacién
quimica de los péptidos para favorecer su estabilidad y disminuir su toxicidad (McPhee ¢ a/.,
2005).

3. El alto costo de la sintesis quimica de los péptidos antimicrobianos: El costo de la
sintesis quimica de péptidos antimicrobianos varfa entre 100 y 600 ddélares por gramo
(dependiendo de su longitud), limitando el estudio y el desarrollo de gran nimero de variantes
de estos péptidos. Por lo que la solucion a esta desventaja se direcciona hacia el uso de las
técnicas del ADN recombinante y el uso de bacterias, hongos y plantas como sistemas de
produccién (Hancock y Sahl, 2000).

El principal objetivo de este estudio consistié en desarrollar péptidos antimicrobianos, basados en
estructuras alfa-helicoidales como Pin2 y hojas beta plegadas como en las Defensinas, con
caracteristica mejoradas, tales como mayores actividades antibidticas, toxicidad reducida y menores
longitudes, propiedad que reduce los costos de producciéon de estas moléculas mediante el uso de la
sintesis quimica, y con mayores indices terapéuticos, y asi favorecer su posible aplicacién en la industria
farmacéutica, como herramientas novedosas para combatir la emergencia generada por lo incidencia de

bacterias multirresistentes a los antibidéticos convencionales en el futuro.
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2. HIPOTESIS

2.1. Hipotesis, disefio de variantes con base en la secuencia de Pin2

En este reporte se propone que la incidencia del motivo hélice-doblez-hélice a través de diferentes
péptidos antimicrobianos altamente hemoliticos, podria ser un factor intrinsecamente relacionado con
la selectividad de la actividad de estos péptidos. Por lo que el intercambio del motivo hélice-doblez-
hélice por la introduccién de la secuencia [GVG] inspirada en las Oxyopininas o bien, la adicién de
Glicinas flanqueando a la Prolina central de Pin2 [GPG] como en el caso de la Ponericinas G, podrian
tener un efecto sobre la selectividad de la actividad de Pin2 disminuyendo su perfil hemolitico y

aumentando su indice terapéutico.

2.2. Hipéotesis, caracterizacion de beta-Defensinas de origen humano

Por otra parte, en este reporte se decidié evaluar la actividad antimicrobiana y hemolitica de dos
diferentes secuencias pertenecientes a la familia de las beta-Defensinas humanas, hBD11 y hBDcon,
debido a que, por su procedencia se propone que no generaran ningun efecto téxico contra células
eucariontes y porque sus actividades antimicrobianas podrfan ser comparables a las de beta-
Defensinas humanas reportadas en la literatura, generando péptidos con indices terapéuticos

atractivos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Disefiar y sintetizar antibioticos peptidicos contra cepas patdgenas de interés clinico que presenten una
mayor actividad antimicrobiana comparada con antibi6ticos proteicos naturales tipo alfa-hélice y tipo

beta-Defensina.

3.2. Objetivos especificos

1. Determinar el efecto de cambios en la secuencia de Pin2 sobtre su estructura, actividad

antibiética, hemolitica e {ndice terapéutico.

2. Caracterizar la estructura, actividades antimicrobiana y hemolitica e indice terapéutico de la

beta-Defensina humana 11 y la beta-Defensina consenso.

3. Comparar la actividad antimicrobiana y la selectividad de los péptidos tipo alfa-lineales y
beta-Defensinas obtenidos en este trabajo, con la finalidad de establecer cudl de los dos
formatos estructurales presentan un mayor potencial para el disefio de nuevos péptidos con

potencial terapéutico.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Agentes quimicos y material biologico

4.1.1. Reactivos y solventes

Todos los reactivos, medios de cultivo y solventes utilizados durante la realizacion de los diferentes
experimentos enumerados en esta tesis fueron de grado extra puro. Los medios de cultivo agar y caldo
Mueller-Hinton, agar y caldo Soya Tripticasa, utilizados para los ensayos de actividad antimicrobiana y
la preservacion de las diferentes cepas bacterianas fueron obtenidos de BD Bioxon (Estado de México,
México). Las resinas de sintesis y los diferentes aminoacidos protegidos fueron obtenidos de ChemPep
Inc. (Miami, Florida, EE.UU.). El imidazol, tianizol, acido triflouroacético, etanoditiol (EDT), fenol,
acido acético, sulfato de amonio y el acetonitrilo, utilizados para la purificaciéon de los péptidos
sintéticos, ademds de los antibiéticos utilizados como testigos fueron obtenidos de SIGMA Chemical
Co. (St. Louis, Missouri, EE.UU.).

4.1.2. Material biolégico

Para la realizaciéon de los diferentes ensayos de actividad antimicrobiana se emplearon ocho cepas
bacterianas, cuatro pertenecientes al género de las Gram positivas y cuatro al de las bacterias Gram
negativas (Tabla 9). El mantenimiento de las diferentes cepas bacterianas se realizé mediante resiembras
consecutivas utilizando como medio de cultivo agar Mueller-Hinton (BD Bioxon) (Tabla 10). Las
resiembras se realizaron en periodos de 15 dias y se preservaron en refrigeraciéon (4°C). Ademds, todas
las cepas se preservaron en una solucién de glicerol al 15% y congelamiento a -80°C.

Tabla 10. Cepas bacterianas utilizadas para la evaluacion de la actividad antimicrobiana de los péptidos.

Tipo de cepa Especie ATCC Morfologia
Bacillus subtilis 6633 Bacilo

Gram + Staphylococcus anrens 25923 Coco
Listeria monocytogenes 244 Bacilo
Streptococous agalactiae AC Coco
Escherichia coli 25922 Bacilo

Gram - Salmonella typhi 6399 Bacilo
Shigella flexneri AC Bacilo

Pseundomonas aeruginosa 925 Bacilo

ATCC = Coleccién Americana de Cultivos Tipo; AC= aislados clinicos
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Tabla 11. Composicion del medio de cultivo agar Mueller-Hinton.

Ingrediente Cantidad Funcién

Infusién de carne 3000 g Fuente de C, N, Aminodacidos y Vitaminas
Peptona de caseina 155¢ Fuente de C, N, Aminodacidos y Vitaminas
Almidon 15¢ Absorbente para compuestos o metabolitos nocivos
Agar bacteriolégico 170 ¢g Agente solidificante

Suspender 38 g del medio de cultivo en 1L de agua, calentar suavemente hasta su total disolucion y esterilizar en
autoclave a 121°C (15 1b de presion) por 15 min, pH final 7.4%0.2.

Mueller y Hinton, 1941.

4.2. Produccioén y purificacion de los péptidos antimicrobianos

4.2.1. Sintesis quimica de péptidos antimicrobianos

La Pandinina 2 y sus diferentes variantes, asi como la beta-Defensina 11 (secuencia tomada de Pazgier ef af.,
2000) y la beta-Defensina consenso (generada del alineamiento de secuencias de todas las beta-Defensinas
humanas caracterizadas e hipotéticas reportadas), fueron sintetizadas quimicamente utilizando la metodologfa
Fmoc en un sintetizador de péptidos Applied Biosystems 433 A. Las secuencias y algunas propiedades de los
diferentes péptidos generados se enumeran en la tabla 12. La sintesis quimica de los diferentes péptidos evaluados
en este trabajo se realizé a partir del carboxilo terminal utilizando una resina Fmoc-AA(OtBu)-PEG (Watanabe
Ltd., Hiroshima, Jap6n), el primer aminodcido a acoplar en la sintesis (AA) quimica, fue seleccionado segun el
péptido a sintetizar (Figura 7). Posteriormente a la sintesis los grupos reactivos pertenecientes a los aminoacidos
que integran a los diferentes péptidos fueron desprotegidos y finalmente los péptidos fueron separados de la
resina de sintesis de acuerdo con lo estipulado en The Novabiochem Peptide Synthesis Handbook, 1999.

Tabla 12. Secuencias y propiedades de los diferentes péptidos sintéticos evaluados.

Péptido Secuencia Residuos P.M. (Da) Carga ¢ (Mlcm™)
Oxki 2b GKFSGFAKILKSIAKFFKGVGKVRKQFKEASDLDKNQ 37 4146.8 +7 -
Pin2 FWGALAKGALKLIPSLFSSFSKKD 24 2612.1 +3 5500
Pin2 [P14V] FWGALAKGALKLIVSLFSSFSKKD 24 2614.1 +3 5500
Pin2 [P14G] FWGALAKGALKLIGSLFSSFSKKD 24 2572.0 +3 5500
Pin2 [P14GV] FWGALAKGALKLIGVSLFSSFSKKD 25 2671.1 +3 5500
Pin2 [P14VG] FWGALAKGALKLIVGSLFSSFSKKD 25 2671.1 +3 5500
Pin2 [P14GVG] FWGALAKGALKLIGVGSLFSSFSKKD 26 2728.2 +3 5500
Pin2 [P14GPG] FWGALAKGALKLIGPGSLFSSFSKKD 26 2726.2 +3 5500
hBD11 RECRIGNGQCKNQCHENEIRIAYCIRPGTHCCLQQ 35 4075.6 +2 1865
hBDcon KKCWNGGRCRKKCKENEKPIGYCRNGKKCCVN 32 3726.4 +9 7365

P. M. = Peso molecular
¢ = Coeficiente de extincion molar a 280 nm
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Figura 7. Proceso de sintesis quimica en fase sélida de péptidos. Generada a partir de la informacién
obtenida de Nilsson y colaboradores (2005).

El péptido liofilizado fue disuelto en una solucién al 10% (acetonitrilo:agua) acidificada con TFA 0.1%
y putificados en tres etapas por HPLC, en la primera etapa se utilizé una columna semipreparativa Cyg
(10x250 mm, Nacalai Tesque, Japén) en fase reversa, posteriormente los péptidos fueron
recromatografiados utilizando una columna de intercambio catidonico TSK con base de sulfopropil
(7.5x75 mm, Tosoh SP-5PW, Japén) y finalmente se realizé el desalado de los péptidos en una columna
analitica Cig (4.6x250 mm, Nacalai Tesque, Japén). La identidad de los péptidos sintéticos fue verificada

mediante espectrometria de masas.
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4.2.2. Plegado in vitro de la hBD11 y la hBDcon

El plegado de la hBD11 y la hBDcon se realiz6 bajo condiciones controladas utilizando 2M de GdHCI
en 0.05 M de amortiguador Tris-HCl, pH 8, conteniendo una proporcién de 1 mM de glutation
reducido (GSH)/0.1 de glutatién oxidado (GSSG) como par de amortiguadores redox, la mezcla de
reaccién se mantuvo en incubacién a temperatura ambiente (25°C) pot espacio de 24 horas de acuerdo
con Estrada y colaboradores (2007a). Posteriormente a la reaccion de plegamiento se realizé la
purificacién de las diferentes fracciones mediante cromatografia de liquidos (HPLC), utilizando una
columna analitica Cig (4.6x250 mm, Nacalai Tesque, Japon) a un flujo de ImL/min y un gradiente lineal
de acetonitrilo + 0.1% TFA como eluyente (15-75%, 1% /min).

4.2.3 Espectrometria de masas

Los espectrogramas de masas correspondientes a los diferentes péptidos fueron obtenidos mediante
ESI-MS utilizando un espectrémetro Finnigan LCQPYO jon trap (San José, California, EE.UU.).

4.3. Ensayos biolégicos

4.3.1. Cinéticas de crecimiento bacteriano

El Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI, por sus siglas en inglés), antes conocido
como Comité Nacional de Estandares Clinicos y de Laboratorio (NCCLS, por sus siglas en inglés), asi
con la Organizacion Mundial de la Salud (WHO, por sus siglas en inglés), recomiendan para la
realizacién de ensayos de susceptibilidad antimicrobiana a la accién de antibiéticos, el empleo de 1 x 108
UFC, provenientes de cultivos bacterianos frescos en fase de crecimiento exponencial. Por lo cual, con
la finalidad de establecer las condiciones y los tiempos necesarios a los cuales las diferentes cepas
bacterianas evaluadas en esta tesis de cumplian con los requerimientos anteriores, se realizo el
seguimiento de sus respectivas cinéticas de crecimiento mediante el registro de DO. En tubos de
ensayo, con tapa de rosca, se coloc6 un volumen de 4.5 mL de caldo de cultivo Mueller-Hinton estéril,

posteriormente fueron inoculadas en los tubos colonias aisladas en cultivo s6lido (18 h de incubacién a
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37°C) de las diferentes cepas ensayadas, el seguimiento del crecimiento bactetiano se llevé a cabo
mediante la medicién del incremento en la densidad 6ptica de los cultivos a una longitud de onda de
625 nm (Espectrofotémetro Molecular Devices, Spectramax plus 384, BioRad) y el conteo directo de
colonias por el ensayo de diluciones setiales (18 h de incubacién a 37°C) con intetvalos de 2 horas entre
mediciones. Todos los cultivos bacterianos ensayados presentaron una densidad celular de 1x108
UFC/mL en fase de crecimiento exponencial a tiempos de incubacién de entre 2-4 horas.

4.3.2. Ensayos de actividad antimicrobiana por el método de difusion

Para determinar la actividad antimicrobiana de los diferentes péptidos estudiados en este trabajo, (Oxki
2b, Pin2, Pin2 [P14G], Pin2 [P14V], Pin2 [P14GV], Pin2 [P14VG], Pin2 [P14GVG], Pin2 [P14GPG],
hBD11 y hBDcon), se realizaron ensayos de susceptibilidad antimicrobiana mediante la metodologia de
difusién radial en placa de agar, la cual consiste en medicién del halo de inhibicién del crecimiento
bacteriano generada por un agente antimicrobiano. Para la realizacién de los ensayos se utilizaron cepas
bacterianas diferentes (ver Tabla 10), las cuales fueron cultivadas utilizando como medio de cultivo
caldo nutritivo Mueller-Hinton (Bioxon, Tabla 11) a una temperatura de 37°C durante un periodo de
18-24 horas, de acuerdo a las recomendaciones de el CLSI. Posteriormente los cultivos fueron
ajustados a una DOgsam de 0.2 (~1.5 x 108 UFC/mL) y se adicioné 1 mL de cada cultivo a tubos de
ensayo con 9 mL de medio cultivo sélido fresco y estéril, posteriormente las mezclas fueron agregadas a
cajas de Petri, y después de que el medio de cultivo solidificé se agregaron 5 pL. de cada una de las
diferentes soluciones de los péptidos antimicrobianos a concentraciones desde 300 hasta 0.8 pM, los
diferentes cultivos bacterianos se incubaron por un espacio de 18-24 h y finalmente se determind la
CMLI, todos los ensayos fueron realizados por triplicado.

4.3.3. Ensayos de actividad antimicrobiana por el método de diluciéon

Para un andlisis mas detallado de la actividad microbicida de los péptidos se realizaron cinéticas de

inhibicién del crecimiento bacteriano, preparando concentraciones decrecientes del péptido microbicida
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liofilizado desde 100 hasta 0.8 pM y afiadiéndolo a un inéculo de bacterias en medio liquido (2 h de
incubacion, ~1x10* UFC/mL). El seguimiento de las cinéticas de inhibicién se realizé midiendo el
cambio de absorbancia (625 nm) respecto al tiempo de incubacion a los indculos de bacterias en medio
liquido en presencia y ausencia de los péptidos antibidticos. Las muestras con mayor crecimiento
mostraron poco efecto inhibitotio y por lo tanto mayor registro de absorbancia con respecto al testigo
en ausencia de péptido microbicida.

4.3.4. Ensayos de actividad hemolitica contra eritrocitos humanos

La actividad hemolitica de los diferentes péptidos fue determinada mediante la incubacién de
suspensiones celulares de eritrocitos humanos (EH), provenientes de un donador sano con un tipo de
sangre O RH +, con diluciones seriales de los péptidos a concentraciones desde 25 hasta 1 uM. Los EH
fueron lavados intensivamente con una solucién amortiguadora de fosfatos PBS (10 mM, pH 7.1) y
posteriormente fueron centrifugados por espacio de 5 minutos a 2,000 rpm, entre cada lavado, hasta
que la absorbancia del sobrenadante igualé a la de la solucién de lavado. La concentraciéon de EH
presentes en la soluciéon se determiné mediante conteo directo en un hematocitémetro y ajustada a
aproximadamente 7.7 x 106 células por mililitro. Los EH fueron incubados a temperatura ambiente por
espacio de una hora en presencia de 10% de Triton X100 y agua tretradestilada (testigos positivos), PBS
(10 mM, pH 7.1) (testigo negativo) y las diferentes concentraciones de los péptidos. Posteriormente las
muestras fueron centrifugadas y se determiné la absorbancia del sobrenadante a 570 nm. Finalmente se
calculé en porcentaje de hemolisis de los péptidos, tomando como 100% el valor de DOs7oum
observado con los testigos positivos.

4.3.5. Calculo del indice terapéutico

El indice terapéutico de los diferentes péptidos se calculé mediante la razén entre la concentracion
minima inhibitoria (CMI) determinada en los ensayos de actividad antimicrobiana contra S. awreus

ATCC 25923, tanto por el método de difusién como por el de dilucién, y la dosis efectiva 50 de
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hemolisis (DEso), calculada de la curva dosis/tespuesta generada a partir de los datos experimentales
con la ayuda del paquete de graficos y analisis estadistico Prism Graph Path, version 3.0.

4.3.6. Analisis estadistico

Se determinaron los valores de las desviaciones estindar entre cada experimento y se re realizé un
analisis de diferencia significativa entre los diferentes tratamientos (Prueba de Tukey P>0.05) con la
ayuda del paquete de graficos y andlisis estadistico Prism Graph Path, versién 3.0.

4.4. Experimentos para evaluar la estructura de los péptidos antimicrobianos

4.4.1. Experimentos de Dicroismo Circular (DC)

Los espectros de DC fueron obtenidos en un espectropolarimetro Jasco J-725 (Jasco, Japon). Los
ensayos fueron realizados desde 260-190 nm en 60% de triflouroetanol (TFE), pH 7.1 a temperatura
ambiente (25°C), utilizando una celda de cuarzo de 1 mm y los datos fueron colectados a una velocidad
de 100 nm/min. La concentracion de los diferentes péptidos fue de 40 pug/ml.. Los valores promedio
de tres corridas individuales fueron utilizados para determinar el porcentaje de contenido de alfa-hélice
presente en los péptidos mediante el uso del software CDNN v.2.1 (B6hm, 1992). Por otro lado, con la
tinalidad de establecer las condiciones bajo las cuales los péptidos Pin2[P14G] y Pin2[P14GPG] tienen
una estructura predominantemente de alfa-hélice, se realizaron experimentos de Dicroismo Circular
(DC) a diferentes concentraciones de triflouroetanol (TFE) a 25°C, utilizando un espectrémetro AVIV
410-SFCD (AVIV, Inc. Biomédica, NJ, EE.UU.). El analisis se realizé en un intervalo de longitudes de
onda entre 190 y 250 nanémetros (nm) y concentraciones de 12 uM para Pin2, 12.2 pM para Pin2
[P14G] y 12 uM para Pin2 [P14GPG] en una cubeta de cuarzo de 1 mm. Los datos fueron recolectados
cada 0.2 nm y un tiempo promedio de adquisiciéon de 4s. Para determinar la proporciéon de TFE
necesatia para inducir el maximo contenido de estructura alfa-helicoidal en ambos péptidos, diferentes
volumenes de TFE se afiadieron a las muestras (20, 40 y 60% v/v, 300 uL. de volumen final, y sélo para

Pin2 [P14GPG] se utiliz6 una concentracion del 70% TFE). El porcentaje de estructura secundaria se
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calcul6 mediante el analisis de los datos de DC wusando el paquete de software CDPro
(http:/ /lamar.colostate.edu/~sreeram/CDPro/main.html).

4.4.2. Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Con la finalidad de evaluar la conformacién tridimensional y el plegamiento de las beta-Defensinas
humanas, hBD11 y hBDcon, se realizaron diferentes experimentos de RMN. Los experimentos de
preliminares de 1D '"H RMN sobre la hBD11 (1 mg) y la hBDcon (1.3 mg), a diferentes pH (entre 3-6)
y temperaturas (15 y 25°C) fueron realizados en un espectrémetro Varian Inova a 600 MHz, utilizando
una proporciéon de 8% de agua deuterada (D20). Posteriormente los diferentes experimentos de 2D,
H-BN-HMQC, 'H-BC-HMQC, 'H-'H DQF-COSY, 'H-'H TOCSY y 'H-'H NOESY, fueron
llevados a cabo utilizando los espectrémetros Bruker Avance III a 600 MHz y Avance Bruker 800
MHz, en presencia de DO al 8% y 100%, todos los experimentos se realizaron utilizando la
abundancia natural de los is6topos pesados de cada elemento (Anexo 2). El procesamiento de los
espectros de RMN obtenidos se realizé con TopSpin 3.1 (Bruker, Biospin NMR software) versioén para
Linux, y la asignacion de las diferentes sefiales de resonancias observadas en los espectros se realiz6 con
Sparky NMR assignement and integration software (http://www.cgl.ucsf.edu/home/spatky/), version
para Windows.

4.5. Disefio de modelos y parametros fisicoquimicos computacionales

Con la finalidad de explicar una posible relacién entre los cambios observados en la actividad
hemolitica, como efecto de los cambios en la secuencia primaria de Pin2, con la modulacién pardmetros
fisicoquimicos calculados computacionalmente, se evaluaron en primera instancia parametros teoricos
desprendidos del analisis de la secuencia primaria de los péptidos, tales como el grado de estructura
secundaria, el promedio de la hidrofobicidad de la molécula (GRAVY), el momento hidrofébico (uH),
parametro que relaciona la hidrofobicidad con su distribucién en una alfa-hélice y el momento

hidrofébico relativo (uHr), parimetro que mide el grado de anfipaticidad de la molécula.
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Posteriormente, se generaron modelos estructurales de las diferentes variantes evaluadas en este trabajo
insertando las mutaciones en la secuencia de Pin2 y optimizandolos, en una caja de agua de 10A2, con
ayuda de paquete para modelado molecular Maestro versibn para uso académico
(http:/ /www.schrodinger.com), postetiormente los modelos fueron minimizados utilizando mediante la
Exploracién de la Energia Superficial de Proteinas (PELE, por sus siglas en inglés) (Borrelli ez a/., 2005)
simulando el efecto de una temperatura hipotética de 5,000°C. Los experimentos computacionales
fueron realizados por triplicado y posteriormente se determinaron propiedades como la superficie del
péptido expuesta al solvente, la superficie hidrofébica, el nimero de enlaces de hidrégeno extra e inter-
moleculares, longitud total del péptido, y el angulo de deformacién generado por los cambios e
inserciones de aminoacidos. Finalmente todos los parametros se correlacionaron con el grado de

actividad hemolitica.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Disefio y purificacion de los péptidos antimicrobianos con estructuras alfa-hélice y beta-

plegada

5.1.1. Disefo y purificacion de los péptidos de la serie de variantes de Pin2

La Pandinina 2 (Pin2), proveniente del veneno del escorpion africano Pandinus imperator, presenta un
residuo de Prolina en la posiciéon 14 (Corzo et al, 2001). La presencia de este residuo en péptidos
antimicrobianos provenientes del veneno de alacranes y escorpiones, asi como en péptidos como la
Melitina (Apis mellifera), la Pardaxina (Pardachirus marmoratus) y las Ponericinas W (Pachycondyla goeldis),
se ha relacionado con sus actividades altamente hemoliticas (Dempsey ¢ al., 1991; Orivel ef al., 2001,
Thennarasu y Nagaraj, 1996; Zeng, ¢f al., 2005), mientras que péptidos con perfiles menos hemoliticos
como las Magaininas (Xenopus laevis), las Oxyopininas (Oxyipes takiobus) y las Ponericinas G
(Pachycondyla goeldii), presentan otros motivos estructurales en su region central, tales como residuos de
Glicina, o los tripletes Glicina-Valina-Glicina y Glicina-Prolina-Glicina, respectivamente (Corzo ez al.,
2002; Orivel et al., 2001, Zasloff, 1987). Razén por la cual en este reporte se decidié evaluar el efecto de
la sustitucién de la Prolina 14 de Pin2 por los aminoacidos presentes en los péptidos antimicrobianos
con perfiles menos hemoliticos, por lo que una serie de variantes fue sintetizada quimicamente
insertando en la regién central de Pin2 los siguientes aminoacidos, G, V, GV, VG, GVG y GPG. La
purificacién de las diferentes variantes de Pin2 evaluadas en este reporte se realizé mediante tres pasos
de cromatografia de liquidos de alta presion HPLC (Varian, modelo 335), las corridas cromatograficas
fueron monitoreadas a longitudes de onda de 280 y 320 nm, finalmente todas las fracciones de interés
fueron colectadas manualmente. En la figura 8 (A-G) se muestra los cromatogramas correspondientes a
la tltima fase de purificaciéon de cada uno de los péptidos de la serie de variantes de Pin2. La identidad
molecular de los péptidos sintéticos se corrobord determinando su masa molecular experimental

mediante espectrometria de masas, ESI-MS (Finnigan LCQPUC jon trap mass spectrometer, San José,
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California, EE.UU.) (Tabla 14). Como resultado de los cambios e inserciones de aminodacidos los
tiempos de retenciéon observados fueron diferentes para cada uno de los péptidos de la serie (Figura
8H). Estas diferencias en los tiempos de retenciéon podrian estar relacionadas con dos factores, el
primero, posibles diferencias en el nivel de estructura secundaria entre ellos, esperandose que péptidos
con menor porcentaje de estructura alfa-helicoidal presentaran mayores tiempos de retencion y el

segundo incrementos en la hidrofobicidad global de los mismos.
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Figura 8. Purificacién de los péptidos antimicrobianos de la serie Pin2 mediante HPLC en fase reversa.
Columna analitica Cis (4.6x250mm, Nacalai Tesque, Japén), agua/acetonitrilo (0.1 % de TFA) de 20 a
60% y un flujo de de 1 ml/min. A. Pin2, B. Pin2 [P14G], C. Pin2 [P14V], D. Pin2 [P14GV], E. Pin2
[P14VG], F. Pin2 [P14GVG], G. Pin2 [P14GPG] y H. Coelucion de los diferentes péptidos.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1.2. Disefo, purificacion y plegado in vitro de la beta-Defensina 11 (hBD11) y la beta-
Defensina consenso (hBDcon)

El gen de la hBD11 (DEFB 110, DEFB11, DEFB111, UniProtKB ID: Q30KQ9) fue descubierto por
Schutte y colaboradores en 2002, en el sitio p12 del cromosoma 6, mediante estrategias genémico-
computacionales. En 2004 Premratanachai y colaboradores lograron detectar la presencia de ARN
mensajero correspondiente a este gen en queratinocitos gingivales provenientes de muestras bucales de
individuos sanos, mediante diferentes rondas de RT-PCR sobre el cADN generado a partir del ARN
total, con ayuda de “primers” especificos de 20 bases, generados a partir de la secuencia correspondiente
al Exén 2 de los genes de la familia de las beta-Defensinas, determinando que la hBD11 se expresa de
manera constitutiva, en bajas concentraciones en este tipo de células. La secuencia de aminoacidos de la
hBD11 fue generada por prediccion partiendo de la secuencia de nucleétidos obtenida por Schutte y
colaboradores (2002), determinandose que la longitud de su secuencia en aminoacidos es de 67
residuos, de los cuales los aminoacidos 1-32, corresponden al pre-propéptido y de los aminoacidos 33-
67 al péptido maduro, ademas se reportd la presencia de una segunda isoforma, generada por “Splicing
alternative” (UniProtKB ID: Q30KQ9-2) (Schutte e al, 2002). La secuencia de 35 aminodcidos
correspondiente a la hBD11, tomada de Pazgier y colaboradores (2000), fue sintetizada para su
caracterizacion en este reporte. Esta secuencia presenta una ligera similitud (35%) con otros péptidos de
la familia de las beta-Defensinas de mamiferos, principalmente con Defensinas provenientes de
roedores (Tabla 13). Por otro lado, la secuencia consenso generada del alineamiento de todas las
secuencias reportadas para beta-Defensinas humanas (Anexo 3), fue tomada para generar la hBDcon,
en las posiciones con incertidumbre (X) se seleccionaron los residuos estadisticamente mas
representados en esas posiciones, generando cuatro posibilidades, todas ellas correspondieron a
péptidos con cargas netas de +8 y +9. Como puede observarse en el alineamiento de la secuencia

sintetizada para la hBDcon (Tabla 13), este péptido presenta cierta similitud (40-50%) con las beta-
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Defensinas humanas 26, 27 y 28, cuya actividad ya fue caracterizada, observandose una actividad
preferencial contra bacterias Gram negativas, para el caso de las hBD26 y hBD27. Se reportd que la
hB26 presenta una actividad antimicrobiana mds alta comparada con la hBD27 (Huang, e a/., 2009;
Shulz ¢t al., 2005). La hBD28 presenta una amplio espectro de accién en rangos de concentracion entre
6-12 uM (Shulz ez al., 2005). Debido a esta similitud, es posible que la hBDcon presente una actividad
antimicrobiana de amplio espectro, como la hBD28, o limitada hacia bacterias Gram negativas como la
hBD26 y la hBD27.

Tabla 13. Alineamientos de las secuencias de la hBD11 y la hBDcon.

Péptido UniProtKB ID Origen Secuencia No.AA  %Sim Q

hBd11 Q30KQ9Y Humano RECRIGNGQCKNQCHENEIRIAYCIRPGTHCCLOQ 35 100.0 +2
hBd11-2 Q30KQ9-2 Humano ERCEKVRGICKTFCDDVEYDYGYCIKWRSQCCV-— 33 44.7 0

P JEEXL Rk

hBD11 Q30KQ9 Humano ---REC-RIGN-GQCK-NQCHENEIRIAY----CIRPG-T---HECLQOQ 35 100.0 +2
HANP-2 P81466 Hamster ~  —---- | FCKRPVCDSGETQIGY----C-RLGNTFYRLCC-RQ 31 35.0 +3
HANP-4 P81468 Hamster -=--VIC------- FCKRPVCDSGETQIGY----C-RLGNTFYRLCC-RQ 33 35.0 +3
mBD-7 QI1V70 Ratén NSKRACYREG--GEC-LQRCIGLFHKIGT----CNFR----FK-CCKFQ 37 34.1 +6
NP-3b P07468 Conejo -GRCVCR----~ KQ---LLESYRERRIGD----CKIR-GVRFPFCC-PR 34 34.1 +8
Mj-AMP1 P25403 Planta$ ----0C-IGNG-GRC-N---EN-VGPPYCCSGFCLRQPGQGYGY-CKNR 37 34.1 +3
hBDcon - - KKCWNG GXCRKKCXENEKPIGYCRNGKKCCVX 32 - -

hBDcon-1 R Sintética *AOExk FROHF*KCKEH* kA x kO kK F X CCFN 32 - +9
hBDcon-2 _ _ > %O xk *ROH**AQK**** % *xxQx %% **xCC* P 32 _ +9
hBDcon-3 R R Sk QRxk FROHFH ALK * kKK x K O kK F X CCFN 32 - 48
hBDcon-4 _ R *xGrxk AROHFAACL*H* %%k x % 0x %% xGC* P 32 _ 48

kKK KK KKK KKK KKK KK KKK

hBDcon-1 - Sintética ~ —=—=---- KKCWNGGR---CRKK-CLENEKPIGY----CRNGKK----CCVN 32 100.0 +9
hBD28 Q14DW6 Humano  ----- ARLKKCFNKVTGY-CRKK-CKVGERYEIG----CLSGKL----CCAN 37 50.0 +8
cBD-1 Q863D0 Perro  —-—------ KCGWNLR-GS-CREK-CIKNEKLYIF----CTSGKL----CELKPKFQPNMLOR 42 43.2 +8
hBD27 QYHIM4 Humano  ------ QLKKCWNNYVQGHCRKI-CRVNEVPEAL----CENGRY----CCLNIKELEAC-—~ 44 432 +2
TEWP POCAPO Tortuga ~ ————--- EKKCPGR----~ CTLK-CGKHERPTLPYN--GGKYI---—-| 36 42.5 +7
hBD26 QIBYW3 Humano  ----- WYVKKCLNDVGI --CKKK-CKPEEMHVKNGWAMCGKGRD-~-~~-CCVPAD 42 40.1 +4
mBD14 Q7TNV9 Ratén FLPKTLRKFFCRIRGGR--CAVLNCLGKEEQIGR----CSNSGRK---CCRKKK-— 45 40.0 +12
CS-VI P80223 Congjo ~ ——------ GICA------- CRRRFCLNFEQFSGY----CRVNGARYVRCCSRR--~— 34 39.5 +7
GmoDef Q8WTD4 Insectot ~ —------- VTCNIGEWV--CVAH-CNSKSKKSGY----CSRGV-————| 33 38.9 +3

(*) Residuo conservado; (:) Residuos similares o equivalente; (.) Cambio poco similar u opuesto.

(No. AA) Numero de aminoacidos del péptido maduro; (%Sim) Porcentaje de similitud; (Q) Carga neta; (X) Cualquier residuo.

Los residuos subrayados corresponden a la secuencia de la hBD11 (35 aminoacidos) y la hBDcon (32 aminoacidos) sintetizadas y evaluadas en este
reporte.

(S) Mirabillis jalapa; (f) Glossina morsitans morsitans.

La purificacién de las beta-Defensinas humanas, hBD11 y hBDcon, se realiz6 bajo las mismas
condiciones que los péptidos de la serie de variantes de Pin2, observandose tiempos de retencién de
29.8 y 19.7 minutos respectivamente (Figura 10), dado que la secuencia de la hBDcon esta hipercargada,
(presenta dos residuos de Acido Glutimico, dos de Arginina y ocho residuos de Lisina), con una carga
neta de +9, este péptido presenté uno de los menores tiempos de retencion en la purificacién por

HPLC en fase reversa Cis de los péptidos evaluados en este reporte (Figura 10B). La identidad de los
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péptidos, en estado reducido, fue corroborada por espectrometria de masas, ESI-MS (Finnigan

LCQDPYO jon trap mass spectrometer, San José, California, EE.UU.)(Tabla 14).
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Figura 9. Purificacion de las beta-Defensinas humanas en su estado reducido (Red.) mediante HPLC en
fase reversa. Columna analitica Cig en fase reversa (4.6x250mm, Nacalai Tesque, Japon). A. hBD11 y B.
hBDcon.

Las reacciones de plegamiento de la hBD11 y la hBDcon (200 pg) se realizaron bajo condiciones
controladas de acuerdo con Estrada y colaboradores (2007a). Posteriormente a la reacciéon de
plegamiento se realiz6 la purificacion de las diferentes fracciones mediante cromatografia de liquidos de
alta presiéon. Como resultado del proceso de plegamiento y purificacién por HPLC, para el caso de la
hBD11 se obtuvieron un total de siete fracciones, de las cuales la fraccién numero siete fue la mds
abundante, y presentd el peso molecular esperado para un péptido con la presencia de tres puentes
disulfuro (4,069.0 Da) (Figura 10A) (Tabla 14), por lo que fue seleccionada para los ensayos biolégicos
posteriores. En lo referente a las reacciones de plegamiento de la hBDcon, se obtuvieron un total de
cuatro fracciones, de las cuales la fraccién nimero tres presenté mayor abundancia y el peso molecular
esperado para la formacion de tres puentes disulfuro (3,711.0 Da) (Tabla 14), por lo que también fue

seleccionada para los experimentos posteriores (Figura 10B).

46



S 5. ESULTADOS Y DISCUSION
¢ BIOTECNOLOGIA
mUA ThBD11 12 3455|7 mUA | hBDcon
250 | I | 250
= %ACN %ACN
200 ~ 200 -
= 40 40
150 o A 150 o
-
_-=" 30 30
100 = 100 o
L 20 - 20
50 - sof =~
= 10 10
0 - o
Ah b ia230 Ah b ia230
. sorbancia nm| ./' . sorbancia nm
15 20 25 30 min 5 10 15 20 min

Figura 10. Cromatograma correspondiente a la reaccion de plegamiento in vitro de la hBD11 y la
hBDcon sintéticas. HPLC (Varian, modelo 335), columna analitica Ci;3 en fase reversa (4.6x250mm,
Nacalai Tesque, Japon).

Tabla 14. Tiempos de retencion (HPLC) y pesos moleculares experimentales (ESI-MS) para los
péptidos caracterizados en este reporte.

Péptido GRAVY Tiempo retencion (min) Masa Molecular (Da)$
PM Tedrico PM Experimental

Pin2 0.329 30.60 2612.1 2612.0
Pin2 [P14G] 0.379 40.10 2572.0 2572.0
Pin2 [P14V] 0.571 42.40 2614.1 2614.1
Pin2 [P14GV] 0.532 32.80 2671.1 2671.0
Pin2 [P14VG] 0.532 37.00 2671.1 2671.0
Pin2 [P14GVG] 0.496 29.90 2728.2 2729.0
Pin2 [P14GPG] 0.273 27.60 2726.2 2727.0
hBD11 reducida -0.843 29.50 4075.6 4075.6
hBD11 oxidada -0.843 24.2 4069.6 4069.0
hBDcon reducida -1.241 19.50 3717.4 3717.4
hBDcon oxidada -1.241 17.00 3711.4 3711.0

GRAVY, Promedio de hidropaticidad de la secuencia; (§) Espectrometria de masas, ESI-MS (Finnigan LCQPUC jon trap mass spectrometer, San
José, CA, EE.UU).

5.2. Ensayos de actividad biolégica

5.2.1. Ensayo de actividad antimicrobiana por difusion agar

5.2.1.1. Variantes de Pin2

Para determinar la actividad antimicrobiana y las CMI (Concentraciones Minimas Inhibitorias) de los
diferentes péptidos, Oxki 2b, Pin2, Pin2 [P14G], Pin2 [P14V], Pin2 [P14GV], Pin2 [P14VG], Pin2
[P14GVG] y Pin2 [P14GPG], se realizaron ensayos de susceptibilidad antimicrobiana mediante la

metodologia de difusion radial en placas de agar Mueller-Hinton de acuerdo con las especificaciones del
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CLSI. La deteccién de la actividad antimicrobiana se realizé inicialmente a concentraciones de 300puM y
fueron ensayadas ocho cepas bacterianas, cuatro pertenecientes al género de las Gram positivas y cuatro
al de las Gram negativas. Después de corroborar la presencia de actividad antimicrobiana, se realizaron
los ensayos para determinar la CMI de los diferentes péptidos contra cada cepa bacteriana, mediante la
aplicacion de concentraciones decrecientes de los diferentes péptidos, un ejemplo de este ensayo se
ilustra en la figura 11. Ademis, los péptidos Pin2, Pin2 [P14G]| y Pin2 [P14GPG] fueron evaluados
ademas en agar Soya-Tripticasa (TSB, por sus siglas en inglés) de acuerdo con Lehrer y colaboradores
(1991) contra E. coli, P. aeruginosa y S. anrens, esta metodologia es mas sensible para la deteccién de la
actividad antimicrobiana de los PAMs, debido a que a que el medio TSB presenta menor proporcién de
polisacaridos, que por su concentracién de cargas negativas pueden interferir con la actividad de los
PAMs en comparacién con el medio Mueller-Hinton. Los valores de las CMI correspondientes a los

diferentes péptidos evaluados se enumeran en la tabla 15.

Figura 11. Determinacion de las concentraciones minimas inhibitorias mediante ensayos de actividad en
placa de agar Mueller-Hinton. Ensayo de CMI de A. Pin2 y B. Pin2 [P14GVG] contra Streptococcus
agalactiae.

Como se observa en la tabla 15, el péptido Oxky 2B, sélo presentd actividades antimicrobianas contra
dos bacterias Gram negativas, E. /iy S. flexcnerii a concentraciones de 100 pM, por lo que se decidié no
seguir utilizindolo como testigo. Por otro lado, los valores de CMI para el péptido parental Pin2 se

situaron en valores entre 6-40 pM, presentando actividad antimicrobiana contra las 8 cepas bacterianas

48



5. ESULTADOS Y DISCUSION

A
YT )/NSTITUTO
o

BIOTECNOLOGIA

ensayadas, las variantes Pin2 [P14V], Pin2 [P14GV] y Pin2 [P14VG], disminuyeron ampliamente su
actividad antimicrobiana, respecto al péptido parental, la variante Pin2 [P14V] no present6 actividad
antimicrobiana contra ninguna de la cepas bacterianas en este ensayo y las variantes Pin2 [P14GV] y
Pin2 [P14VG] solo lograron inhibir el crecimiento a concentraciones superiores a 300 uM, las variantes
con las sustituciones de la Prolina 14 por los tripletes GVG y GPG, también presentaron una
disminucién en su actividad antimicrobiana, sin embargo sus CMI se mantuvieron en un rango mas
cercano a las observadas para el péptido parental, sélo la variante Pin2 [P14G] present6 valores de CMI
similares, e inclusive mejores para algunas cepas respecto, a Pin2.

Tabla 15. Concentraciones minimas inhibitorias determinadas por el método de difusién en placa de los
diferentes péptidos evaluados en este reporte.

Concentraciones minimas inhibitorias (uM)

Cepas Oxky2b Pin2 Pin2 Pin2 Pin2 Pin2 Pin2 Pin2
[P14G] [P14V] [P14GV] [P14VG] [P14GVG] [P14GPG]
Gram S. aureus N. A. 37.5/6.25%  12.5/12.5% N. A. > 300 > 300 75.0 25/50.0%
+ B. subtilis N. A 37.5 N.D. N. A. > 300 > 300 37.5 N.D
S. agalactize N. A. 18.8 N.D N. A. > 300 > 300 375 N.D.
L. monocytogenes N. A. 18.8 N.D N. A. > 300 > 300 37.5 N.D.
Gram -  E. coli > 100 18.8/6.25%  12.5/25.0% N. A. > 300 > 300 375 25/12.5%
S. flexnerii > 100 37.5 N.D. N. A. > 300 > 300 37.5 N.D.
S. typhi N. A 37.5 N.D. N. A. > 300 > 300 37.5 N.D.
P. acruginosa N. D. 12.5/6.25%  12.5/50.0% N. A. N. D. N. D. N. D. 100/100.0%

N. A. = No reporté actividad; N. D.= No determinado; (*¥) Ensayo realizado en Agar Soya Tripticasa (TSB) con media fuerza i6nica.

5.2.1.2. beta-Defensinas humanas, hBD11 y hBDcon

Las diferentes fracciones de plegamiento de la hBD11 fueron evaluadas con la finalidad de determinar
su actividad antimicrobiana en placa, para la realizacién de este ensayo se utiliz6 la cepa bacteriana .
coli ATCC 25922. Como se observa en la figura 12A las fracciones con actividad antimicrobiana fueron
las enumeradas como 3, 4, 5, 6 y 7. Dado que los tiempos de retencion observados para las fracciones
con actividad antimicrobiana fueron muy similares entre si (Figura 12), es posible que se trate de
isoformas con patrones de puentes disulfuro diferentes pero que conservan su actividad
antimicrobiana. En el caso de la beta-Defensina 3 (hBD3), sintetizada quimicamente y plegada 7 vitro

se observé que la actividad antimicrobiana fue independiente del patron de puentes disulfuro de las
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fracciones purificadas, sin embargo, la actividad quimiotactica sélo se conservé en aquella isoforma que
presentaba el patrén de puentes disulfuro correcto (Wu e# al., 2003). La fraccién 7, correspondiente a la
isoforma con la masa molecular esperada, fue repurificada a homogeneidad y probada contra S. aurens
en ensayo de difusién en agar Mueller-Hinton, encontrandose un valor de CMI de 25 uM (Figura 12B).

La actividad antimicrobiana de la fraccion principal de la reaccién de plegamiento de la hBDcon fue
evaluada contra tres diferentes cepas bacterianas, seleccionadas por representar a las bacterias de mayor
incidencia en aislados provenientes de infecciones de pié diabético y quemaduras de tercer grado
(Fadeyibi 7 al., 2012; Martinez-Gémez et al., 2009; Rangel, 2005; Tentoloutis ¢f af., 1999), dos Gram
negativas, E. cwli ATCC 25922 y P. aernginosa ATCC 9027, y una Gram positiva, S. aurens ATCC 25923,
en agar Soya-Tripticasa (Lehrer e al., 1991), debido a que dada la gran concentracién de cargas positivas
en esta molécula, no se pudo registrar ninguna actividad con el método tradicional sobre agar Mueller-

Hinton.

Figura 12. Ensayo de la actividad antimicrobiana en placa de la hBD11. A. Fracciones obtenidas de la
reaccion de plegamiento in vitro contra E. coli ATCC 25922. B. Ensayo de actividad antimicrobiana en
placa de la fraccion 7 (hBD11 plegada) contra S. aureus ATCC 25923.

La fuerza i6nica del medio de cultivo es un parimetro importante a considerar durante la
caracterizacion de la actividad de los péptidos antimicrobianos, ha sido reportada la presencia de falsas

resistencias en ensayos de CMI cuando antibiéticos muy cargados, como los aminoglicésidos, son

probados en presencia de una fuerza iénica elevada (Beggs y Andreus, 1976; Marin ¢# al., 1995), ademas
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de que los péptidos catidnicos con actividad antimicrobiana, especialmente las Defensinas, son
susceptibles a inhibicién por concentraciones elevadas de sales presentes en el medio de cultivo (Cudic,
2002; Goldman ef al., 1995; Lehrer ef al., 1991; Otvos y Cudic, 2007). El péptido hBDcon presentd
mayor actividad antimicrobiana, respecto a hBD11, contra E. c/ ATCC 25922 (12.5 pM) al igual que
todos las péptidos antimicrobianos provenientes de la secuencia de Pin2, ademads esta cepa bacteriana
presenta menor susceptibilidad a la accion de la Ampicilina (Figura 13A), mientras que para el caso de
P. aernginosa ATCC 9027 y S. anrens ATCC 25923 se reportaron CMI de 25 uM, valores que aun siguen

manteniéndose en un rango similar al obtenido con las variantes anteriormente evaluadas (Figura 13).

Figura 13. Determinaciéon de las CMI de la hBDcon mediante ensayos de actividad antimicrobiana en
placa. A. E. coli ATCC 25922, B. P. acruginosa ATCC 9027, y C. S. aureus ATCC 25923.

5.2.2. Ensayo de actividad antimicrobiana en dilucién

5.2.2.1. Variantes de Pin2

Con la finalidad de realizar un anilisis certero de la actividad microbicida de los péptidos
antimicrobianos generados de la secuencia de Pin2, evaluados en este reporte, se realizaron cinéticas de
inhibicién del crecimiento bacteriano, preparando concentraciones decrecientes del péptido
antimicrobiano liofilizado desde 50 hasta 0.8 uM y afiadiéndolo a un indculo de bacterias en medio
liquido (2 h de incubacién, ~1x10* UFC/mL). El seguimiento de las cinéticas de inhibicién se realizé
midiendo el cambio de absorbancia (625 nm) respecto al tiempo de incubacién de los inéculos de

bacterias en medio liquido en presencia y ausencia de los péptidos (Corzo et al., 2001; Corzo e al.,
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2002). En la figura 14 se muestran las cinéticas de inhibicién del crecimiento bacteriano de S. asureus
ATCC 25923 en presencia de los péptidos Pin 2 y sus andlogos sintéticos. De manera general todos los
péptidos ensayados lograron inhibir al 100% el crecimiento microbiano a partir de concentraciones
menores o iguales a 12.5 pM. Al comparar las concentraciones minimas inhibitorias obtenidas por
ambos métodos, difusion en agar y dilucién (Tabla 16), se puede observar que las CMI obtenidas por
medio del ensayo en placa son aproximadamente dos veces mayores en el caso de Pin2 y hasta mds de
20 veces mayores en el caso de los péptidos Pin2 [P14GV] y Pin2 [P14VG], una posible explicacién
para esta discrepancia en los resultados es que la movilidad e interaccién de los diferentes péptidos con
la células bacterianas podria estar comprometida en los ensayos en sélido, debido a una interaccién con
la matriz del medio de cultivo, observandose CMI mayores. Los cambios observados en las actividades
antimicrobianas en el ensayo de difusion en agar podrian estar relacionados con el incremento o
disminucién de la hidrofobicidad global de las variantes de Pin2, dado que las variantes mas
hidrofébicas Pin2 [P14V], Pin2 [P14GV] y Pin2 [P14VG]| presentaron menores actividades
antimicrobianas respecto a los péptidos mas hidrofilicos Pin2, Pin2 [P14GVG] y Pin2 [P14GPG]. El
péptido Pin2 [P14V] no presenté actividad antimicrobiana en sélido contra ninguna de las bacterias
evaluadas, la ausencia de actividad del péptido Pin2 [P14V] y las bajas actividades presentadas por las
variantes Pin2 [P14GV] y Pin2 [P14VG] pueden estar relacionadas con una difusion limitada a través de
la matriz del agar, como consecuencia de la naturaleza hidrofébica de estos péptidos. Resultados
similares fueron observados con el péptido antimicrobiano Nicina de Lactococcus lactis (Chandrapati y
O’Sullivan, 1998). Una de las limitantes principales del ensayo de inhibicién por difusién en agar, es que
la difusion de los antibidticos es proporcional a la concentracién hasta un rango limitado, por lo cual,
después de este rango los didmetros de las zonas de inhibicién no pueden ser correlacionados con la
concentracion de antibidtico o agente antibacterial (Chandrapati y O’Sullivan, 1998). Por otro lado, en
los ensayos de inhibicién en medio liquido todos los péptidos evaluados conservaron una actividad
antimicrobiana similar a la del péptido parental Pin2 contra S. aureus ATCC 25923 (CMI alrededor de
12.5 uM), indicando que todas las variantes se comportan de una manera similar en medios liquidos.

Estos resultados aportan informacién relevante sobre las aplicaciones potenciales para estos péptidos
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antimicrobianos en el tratamiento de infecciones topicas, principalmente en ambientes semisélidos en

donde su actividad estarfa limitada por la difusion.
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Figura 14. Ensayos de inhibicién del crecimiento de S. aureus ATCC 25923 en presencia de diferentes

concentraciones de los péptidos de la serie Pin2 (37°C; DOg2s nm). Las Barras representan la desviacion

estandar entre los ensayos.
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Tabla 16. Comparativo entre los ensayos en sdlido y las cinéticas de inhibiciéon en liquido.

Ensayo Concentraciones Minimas Inhibitorias (uM)
S. aureus ATCC 25923
Pin2 Pin2 [P14G] Pin2 [P14V] Pin2 [P14GV] Pin2 [P14VG] Pin2 [P14GVG] Pin2 [P14GPG]
Difusion 375 12.5% N.A >300 >300 75.0 50.0%
Dilucion  12.5/<1* 6.25/3.1% 12.5 12.5 12.5 12.5 12.5/12.5*

*Ensayo realizado en Agar Soya Tripticasa (media fuerza idnica).

5.2.2.2. beta-Defensinas humanas, hBD11 y hBDcon

La actividad antimicrobiana de los péptidos hBD11 y hBDcon, en su estado reducido, fue evaluada
mediante la realizacién de cinéticas de inhibicion del crecimiento bacteriano contra E. co/i ATCC 25922
y 8. anrens ATCC 25923 (1x10* UFC/mL), preparando concentraciones decrecientes del péptido
antimicrobiano liofilizado desde 100 hasta 1.6 pM, utilizando como medio de cultivo TSB, a bajas
concentraciones, para minimizar el efecto de la fuerza i6nica del medio de cultivo, y pH controlado
(PBS, pH 7.4), de acuerdo con Lherer y colaboradores (1991). El seguimiento de las cinéticas de
inhibicién, se realizé midiendo el cambio de absorbancia (595 nm) respecto al tiempo de incubacién de
los inéculos de bacterias, E. coli ATCC 25922 y S. anrens ATTC 25923, en medio liquido en presencia y
ausencia de los péptidos. Como se observa en la figura 15 la hBD11 logré inhibir el crecimiento de S.
anrens ATCC 25923 a concentraciones de 100 pM, pero sélo presenté una actividad bacteriostatica
contra E. cofi ATCC 25922 a la misma concentracién. Por su parte la hBDcon en los ensayos de
inhibicién por el método de dilucién presenté una CMI igual a la de la hBD11 contra S. aureus ATCC
25923, sin embargo, en lo que respecta a su actividad antimicrobiana contra E. co/i ATCC 25922 su
CMI fue de 12.5 pM, situandose en el mismo rango que en los ensayos de difusion y en valores de CMI
similares a los de las variantes de Pin2. Como se observa en la tabla numero 12 la secuencia sintetizada
para la hBDcon presenta similitudes de entre un 40-50% con las beta-Defensinas humanas 26, 27 y

28, de 43% con la beta-Defensina canina 1 (cBD-1) y de 42.5% con la beta-Defensina de tortuga
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(TEWP), los péptidos hBD28 y c¢BD-1 presentan actividades antimicrobianas de amplio espectro
(Chattopadhyay ef al., 2006; Huang ef al., 2009; Shulz e al., 2005), mientras que los péptidos hBD26,
hBD27 y TEWP presentan una selectividad de su actividad antimicrobiana contra bacterias Gram
negativas como E. w/i (Sang et al., 2005; Shulz et al, 2005) La hBDcon presenté una actividad
antimicrobiana que podtia describirse como de amplio espectro, como la de la HBD28 y la ¢cBD-1, sin

embargo, los valores de CMI contra S. anrens ATCC 25923 resultaron mayores que los observados para

los ensayos contra E. c/i ATCC 25922 indicando una selectividad preferencial contra

negativas como la reportada para la hD26, hBD27 y TEWP.
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Figura 15. Ensayos de inhibicién del crecimiento de E. coli ATCC 25922 y S. aureus ATCC 25923 en
presencia de diferentes concentraciones de las beta-Defensinas hBD11 y hBDcon (37°C; DOsos nm). Las
barras representan la desviacion estandar de tres ensayos.

5.2.3. Ensayos de actividad hemolitica contra eritrocitos humanos

5.2.3.1. Variantes de Pin2

La actividad hemolitica de los diferentes péptidos de la serie Pin2 fue determinada mediante la

incubacién de suspensiones celulares de eritrocitos humanos (EH) con diluciones seriales de los
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péptidos a concentraciones desde 25 hasta 0.8 uM. La concentracion de EH utilizada fue
aproximadamente 1x107 células por mililitro. Los EH fueron incubados a temperatura ambiente por
espacio de una hora en presencia de las diferentes concentraciones de los péptidos antimicrobianos, una
solucién de Triton X100 al 10%, agua desionizada, como testigos positivos de hemolisis, y PBS (10
mM, pH 7.4), como testigo negativo de hemdlisis. Posteriormente al periodo de incubacién a 37 °C, las
muestras fueron centrifugadas, se midi6 el registro de absorbancia del sobrenadante a 570 nm y se
determiné en porcentaje de hemolisis de los péptidos, tomando como valor maximo de hemdlisis el
registro de DOs70am Observado en los testigos positivos (Figura 16A). Como se observa en el grafico
(Figura 16B), de manera general las substituciones o inserciones de aminodacidos alrededor de la
posicién de la Prolina 14 presente en Pin2 disminuyeron la actividad hemolitica de las variantes. En el
caso de los péptidos Pin2 [P14V] y Pin2 [P14VG] la actividad hemolitica disminuyé alrededor de un
20% comparada con la de Pin2, mientras que la actividad hemolitica de los péptidos Pin2 [P14GV] y
Pin2 [P14GVG] se redujo cerca de un 50%, la variante con la reduccién en la actividad hemolitica mas
significativa fue Pin2 [P14GPG], que redujo su actividad téxica contra EH cerca de un 70%, sin
embargo, la actividad hemolitica de la variante Pin2 [P14G] fue mayor que la registrada con el péptido

parental Pin2.

A : Pin2 Pin2 Pin2 B
Pin2 [P14G] [P14GVG] [P14GPG] 120 5 Fisd

v Pin2 [P14G)

a Pin2 [P14V]

+ Pin2 [P14GV]

* Pin2 [P14VC]
Pin2 [P14CVG)

& Pin2 [P14CPG]

25.0 uM

12.5 uM

% de Hemolisis

6.25 UM

3.13 M

1.56 uM

Concentracion [uM]

Figura 16. Ensayos de actividad hemolitica de los péptidos antimicrobianos de la serie Pin2. A. Ensayo
en placas de 96 pozos contra eritrocitos humanos (1x10” EH/mL, incubacién 1 h a 37 °C). B. Grafico de
la cinética de disrupcion de los eritrocitos humanos como efecto de la presencia de los péptidos
antimicrobianos de la serie Pin2.
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Una caracteristica esencial para cualquier agente antimicrobiano de uso terapéutico, es que presente una
selectividad preferente contra los microorganismos causantes de enfermedad o infeccién que contra las
células del huésped. Por lo que una manera de determinar el grado de esta selectividad es el calculo del
Indice Terapéutico (IT), que se define como la relacién entre la actividad téxica (DEso de hemdlisis) y
actividad deseada (antimicrobiana, CMI), por lo que compuestos con IT cercanos a la unidad son
menos recomendables para su aplicacién segura. En este reporte el IT fue calculado como el resultado
de la razén entre la DEsy de la actividad hemolitica (calculada mediante el ajuste de los datos
experimentales a una curva clasica Dosis/Respuesta con el uso del paquete estadistico GraphPad, Prism
3.0) y la CMI observada en los ensayos de inhibicién del crecimiento de S. aurens ATCC 25923, siendo
IT mayor, el calculado para la variante Pin2 [P14GPG] tanto en los ensayos de difusién, como en los de
dilucién (Tabla 17). Estos resultados resaltan la importancia de la presencia del doblez rigido generado
por la Prolina en regiones centrales de este tipo de péptidos antimicrobianos como efectores de la
actividad hemolitica, y confirman la hipdtesis de que el cambio de este residuo por otros motivos
estructurales como GVG y GPG disminuyen la actividad hemolitica y por su efecto incrementan el IT

de estos péptidos antimicrobianos.

Tabla 17. indices terapéuticos de Pin2 y sus variantes para los ensayos con S. aureus ATCC 25923, tanto
en so6lido como en liquido.

Péptido DE;, [tM] IC [uM] MIC [tM] Difusién MIC [pM] Dilucién  IT=  IT®
Pin2 33 19-5.7 375 12,50 009 026
Pin2 [P14G] 1.4t 0.45-4.4 12,5 6.25 011 022
Pin2 [P14V] 7.18 5.4-9.1 NA 12,50 - 056
Pin2 [P14GV] 20,45 16.4-25.4 300.0 12,50 007 1.63
Pin2 [P14VG] 9.6 7.1-13.1 300.0 12,50 003 077
Pin2 [P14GVG] 21.26¢ 14.0-32.0 375 12,50 056 1.69
Pin2 [P14GPG] 46.65 34.0-63.8 50.0 12.50 093 373

DEs0= Dosis efectiva 50 de hemolisis

IC = Intervalo de confianza 95%

NA= No Presentd Actividad Antimicrobiana

sindice Terapéutico representa DEsy (Hemolisis)/MIC (Ensayo de difusi6n)

vindice Terapéutico representa DEso (Hemolisis)/MIC (Ensayo de dilucion)

T No existe diferencia estadisticamente significativa en la DEso respecto al péptido parental P>0.05
§ Diferencia estadisticamente significativa en la DEs respecto al péptido parental P<0.05

} No existe diferencia estadisticamente significativa entre las DEso de ambas variantes P>0.05
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5.2.3.2. beta-Defensinas humanas, hBD11 y hBDcon

De acuerdo con lo propuesto en la hipdtesis de esta tesis, debido al origen eucarionte de su secuencia,
las beta-Defensinas humanas hBD11 y hBDcon no presentaron ninguna actividad hemolitica contra
EH hasta concentraciones de 100 uM, razén por lo que no fue posible hacer un calculo del IT de estos
péptidos, sin embargo, dado que no presentan efectos toxicos contra EH, la tnica limitante posible
para su uso potencial como agentes antimicrobianos serfa su solubilidad, principalmente para el caso de
la hBD11 que presenté6 CMI muy altas respecto a las variantes alfa-lineales provenientes de la secuencia
de Pin2 y con la hBDcon en los ensayos de inhibicién del crecimiento de E. co/i ATCC 25922 en
liquido. En la figura 17 se muestran los efectos hemoliticos de los péptidos antimicrobianos tipo beta-

Defensina, hBD11 y hBDcon, evaluados en este reporte comparados con el de la Pandinina 2.

100 4 1004
A - B, ~
80 80
] ]
] =
2 604 = Pinz 2 60 = Pin2
= . BBDII = * hBDcon
L 40 g 401
20 20
0 0
T T T T 1 T T T T 1
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Concentracion [puM] Concentracion [puM]

Figura 17. Ensayos de actividad hemolitica de las beta-Defensinas A. hBD11 y B. hBDcon. Realizado en
placas de 96 pozos contra eritrocitos humanos (1x10? EH/mL, incubacion 1 h a 37 °C).

5.3. Analisis de los resultados experimentales

Estudios de estructura/funcion sobre péptidos antimicrobianos revelaron que diferentes parimetros
fisicoquimicos y estructurales estin relacionados con la selectividad de sus actividades bioldgicas,
microbicidas y/o toxicas (Takahashi ef @/, 2010; Yeaman y Yount., 2003). Parametros fisicoquimicos
como la anfipaticidad, la hidrofobicidad, la carga, el angulo polat, entre otros, asi como la conformacion

estructural (grado de estructura secundaria, longitud, flexibilidad), determinan ciertas caracteristicas de
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la actividad de los péptidos antimicrobianos (Figura 18). En este reporte evaluamos parimetros
fisicoquimicos teéricos (basados principalmente en el analisis de secuencia primatia) y experimentales
con la finalidad de correlacionarlos con los cambios en la actividad hemolitica de las variantes. Asi
como las determinaciones del grado de estructura secundaria de las variantes de Pin2 por dicroismo
circular y modelos estructurales fueron de utilidad para determinar el efecto de la conformacion
estructural de estos péptidos sobre su actividad hemolitica. Ademas, el calculo de pardmetros como: el
contenido de estructura secundatia, flexibilidad, GRAVY (medida de la hidrofobicidad calculada de la
secuencia primaria de los péptidos) (Kyte y Doolittle, 1982), el momento hidrofébico (medida de la
hidrofobicidad de la molécula que incluye el efecto de la conformacién helicoidal) y el momento
hidrofébico relativo (medida de anfipaticidad de la molécula), para las variantes de la serie Pin2, en
servidores avocados al estudio de péptidos antimicrobianos fue de gran ayuda para tratar de

correlacionar las diferencias en las actividades hemoliticas observadas en las fases experimentales.

Carga

Conformacion

Angulo Polar

Hidrofobicidad Anfipaticidad

Figura 18. Parametros fisicoquimicos determinantes de la actividad antimicrobiana, modificada de
Yeaman y Yount (2003).
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5.3.1. Efecto del cambio de la anfipaticidad sobre la actividad hemolitica en las variantes de
Pin2

La anfipaticidad es una de las caracteristicas principales que determinan la selectividad de los péptidos
antimicrobianos, practicamente todos los péptidos antimicrobianos son anfipaticos al interaccionar con
las membranas bacterianas o eucaridticas, las hélices anfipaticas generalmente presentan una
periodicidad de un residuo hidrofébico cada tres o cuatro residuos. La anfipaticidad es un factor
importante en la interaccibn con membranas cargadas negativamente, como en el caso de las
membranas bacterianas, sin embargo, su efecto es aun mas pronunciado contra membranas
zwitterionicas o neutras, encontradas en organismos eucariontes, generando péptidos mas hemoliticos.
Un elevado grado de anfipaticidad genera un dominio hidrofébico mas marcado, el cual es
correlacionado con toxicidades mayores hacia membranas compuestas por fosfolipidos neutros (Dathe
y Wieprecht, 1999). Pin2 presenta una estructura claramente anfipatica, concentrando la mayoria de sus
residuos hidrofébicos en una de sus caras y los residuos hidrofilicos en la cara opuesta, en la figura 19

se muestra la representacién helicoidal, evidenciando el grado de su anfipaticidad.

Pin2

Cara Hidrofilica
e21q0JO.IpIH eJe)d

Figura 19. Representacion helicoidal de Pin2, mostrando la anfipaticidad de la molécula. m Residuos
hidrofébicos, m Residuos con carga positiva y O otros residuos, neutros y aniénicos.
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Como se observa en la figura 20, la sustitucion del residuo de Prolina ubicado en la posicién 14 por
Glicina o Valina no afect6 el grado de anfipaticidad de la molécula, este se mantuvo en el mismo perfil
que Pin2, sin embargo, con la insercién de los nuevos residuos la clara conformacion anfipatica del
péptido parental se fue distorsionando, inicialmente con los cambios [P14GV] y [P14VG], la cara
hidrofébica de la molécula se interrumpi6 con dos residuos de Serina, numerados como 16 y 20 y con
la insercién de una Lisina, numerada como 23. Posteriormente con la inserciéon de los cambios
[P14GVG] y [P14GPG], se observé una disminucién de la anfipaticidad inicial mds marcada, ahora en
la cara inicialmente hidrofébica, hay un tesiduo de Glicina, numerado como 16, tres residuos de Serina,
numerados como 17, 20 y 23 y un residuo de Lisina, numerado como 23. Debido a que las variantes
con mayores cambios en anfipaticidad también presentaron los mayores cambios en la actividad
hemolitica, se establecié que existe una relacién entre los dos efectos. Una medida tedrica que permite
cuantificar el grado de anfipaticidad de un péptido antimicrobiano es el momento hidrofébico relativo
(uHx), calculado como la suma de las hidropaticidades individuales de cada aminoacido en un hélice
ideal (Eisenberg, 1984). Incrementos en uHr resultan en incrementos significativos en la capacidad para
permeabilizar membranas y por ende, incrementos en las actividades hemoliticas de péptidos modelo
(Yeaman y Yount., 2003). Pathak y colaboradores (1995) sugirieron en su estudio, que la anfipaticidad
es el factor mas importante para modular la actividad antimicrobiana, por otro lado Wieprecht y
colaboradores (1997), observaron que al incrementar el pHr en sus péptidos la liberacién del colorante
calceina no se vefa afectada en vesiculas compuestas por fostatidilglicerol(PG), fosfolipido hidroxilado
ampliamente distribuido en bacterias, pero por el contrario, la liberacion de calceina se incremento en
vesiculas compuestas por una proporcién 3:1 de fosfatidilcolina(PC):fosfatidilglicerol(PG), la
fosfatidilcolina es un fosfolipido de carga neutra muy representado en membranas eucaridticas,

indicando que el uHr juega un rol trascendental en la toxicidad hacia ellas (Yeaman y Yount, 2003).
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Figura 20. Representacion helicoidal de los difrentes péptidos evaluados en este trabajo. mResiduos
hidrofébicos, m residuos catidonicos  residuos polares sin carga o neutros, ® residuos aniénicos y = los
residuos sustituidos o insertados.

Los valores de uHr de las variantes generadas en este reporte fueron calculados con base en su
secuencia primaria, y correlacionados con la DEso de la actividad hemolitica, el grafico del efecto de los
valores de pHr sobre la actividad hemolitica de las variantes de Pin2 se ilustra en la figura 22A, nuestro
péptido con mayor toxicidad contra EH fue Pin2 [P14G], el cual presenté un valor de pHr de 0.49,
indicando que este péptido presenta un porcentaje de cerca del 50% de anfipaticidad, mientras que los

péptidos mas selectivos Pin2 [P14GVG] y Pin2 [P14GPG] solo presentaron un valor de uHr de 0.28,
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indicando que un menor grado anfipaticidad en la conformacién estructural de los péptidos
antimicrobianos reduce su toxicidad contra EH, sin embargo, las disminuciones en los valores de pHr
solo correlacionaron en un 27% con la disminucién de efecto hemolitico, por lo que no se observa un
efecto lineal entre la anfipaticidad y la hemolisis.

5.3.2. Efecto del cambio de la hidrofobicidad sobre la actividad hemolitica en las variantes de
Pin2

Como consecuencia de la sustitucion de residuos en la secuencia del péptido modelo Pin2, los tiempos
de retencién en la columna de fase reversa Cig para todos los péptidos fueron diferentes con respecto al
parental, siendo el mas hidrofilico Pin2 [P14GPG] con un tiempo de retencién de 27.6 minutos y el
mas hidrofébico el péptido Pin2 [P14V] con un tiempo de retencién de 42.4 minutos (Figura 8H). La
hidrofobicidad de los péptidos antimicrobianos es definida como el porcentaje de residuos hidrofébicos
que componen a la molécula, el cual es cercano al 50% en la mayoria de los péptidos antimicrobianos
descritos. Como ya se mencioné anteriormente la hidrofobicidad es fundamental para la insercién de
los péptidos antimicrobianos en las membranas, sin embargo, porcentajes elevados de hidrofobicidad
disminuyen la selectividad hacia bacterias, incrementando su toxicidad hacia células de mamifero
(Yeaman y Yount, 2003). En la figura 22B se ilustra el efecto de la hidrofobicidad experimental,
expresada como el tiempo de retencién en la columna de intercambio hidrofébico Cig sobre la actividad
hemolitica de las variantes. Como se observa en el grafico existe una correlacién de cerca del 48% entre
la hidrofobicidad observada experimentalmente y la DEsy de hemolisis, sugiriendo que la disminucién
en la hidrofobicidad de los péptidos antimicrobianos evaluados resulté importante para la disminucién
de su actividad hemolitica contra EH, sin embargo, fue necesario evaluar otros parametros
fisicoquimicos aunados a la disminucién de la hidrofobicidad, tales como la flexibilidad y el nivel de
estructura secundaria. En la figura 21 se presenta un grafico de la hidropaticidades por residuo, para

cada uno de los péptidos, los valores individuales fueron calculados por el método de Kyle y Doolittle
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(1982) con la ayuda del servidor PETStats (http://www.petstats.com/) y en el Anexo 4 se enlistan los
valores de hidropaticidad para cada aminoacido. Como se observa en la figura 21, los maximos de
hidrofobicidad, situados entre los residuos 11 al 17, corresponden al péptido mas hidrofébico Pin2
[P14V], mientras que los minimos en hidrofobicidad de la misma regiéon correlacionan con los péptidos
con menores tiempos de retencioén, Pin2 [P14GVG] y Pin2 [P14GPG], y que a su vez presentaron las
actividades hemoliticas menores. El Gran Promedio de Hidropaticidad (GRAVY, por sus siglas en
inglés) es el resultado de la suma de los indices de hidropaticidad de todos los residuos que componen a
una proteina dividido por el nimero de residuos total; este parametro nos permite comparar las
hidrofobicidades de diferentes proteinas entre si, cuanto mas positivo es el valor del GRAVY la

proteina en cuestién es mas hidrofébica (Kyte y Doolittle, 1982).

——a— Pin2

—— Pin2 [P14G]

T

S 157 —— Pin2 [P14V]

'.g 1.0 ~—+— Pin2 [P14GV]

§ Pin2 [P14VG]
0.5
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T oo —t— Pin2 [P14GPG]
-0.5+

-1.0
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Figura 21. Hidropaticidades de Kyle y Doolittle (1982) por residuo graficadas para cada variante de Pin2.
PETstats (http://www.petstats.com/).

Con la finalidad de facilitar el disefio de nuevos péptidos antimicrobianos se intent6 correlacionar los
valores de GRAVY calculados, con base en la secuencia primaria para cada variante, con los tiempos de
retencién observados; una correlaciéon adecuada entre estos dos parametros nos permitiria predecir de
una manera mas sencilla el posible comportamiento de un péptido en la columna de intercambio
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hidrofébico Cisy a su vez el grado de hidrofobicidad del mismo, facilitando asi el disefio de péptidos
con menores toxicidades. Para este fin, los valores teéricos de GRAVY para cada uno de ellos, asi

como el correspondiente a cada una de las caras (hidrofilica e hidrofébica) fueron calculados (T'abla 18).

Tabla 18. Valores tedricos de GRAVY determinados para cada uno de los péptidos antimicrobianos

evaluados.
Péptido Secuencias de las caras Secuencias de las caras GRAVY GRAVY GRAVY
Hidrofilicas Hidrofébicas Total Hidrofilica Hidrofébica

Pin2 GPKSKASGSK FLLLAWIAFLSKFD 0.329 -1.470 1.614
Pin2 [P14G] GGKSKASGSK FLLLAWIAFLSKFD 0.379 -1.350 1.614
Pin2 [P14V] GVKSKASGSK FLLLAWIAFLSKFD 0.571 -0.890 1.614
Pin2 [P14GV] GGKFKAVGFDS FLLSAWIALLSKK 0.532 -0.155 1.071
Pin2 [P14VG] GVKFKAGGFDS FLLSAWIALLSKSK 0.532 -0.155 1.071
Pin2 [P14GVG] GGKLKAVGSKFD FLLGAWIASLFSSK 0.496 -0.383 1.250
Pin2 [P14GPG] GGKLKAPGSKFED FLLGAWIASLFSSK 0.273 -0.867 1.250

GRAYVY: Calculado con ProtParam tool (http:/ /web.expasy.org/protparam/)

El cambio de la Prolina 14 por Valina generé un incremento en la hidrofobicidad global del péptido
analogo; presentando el mayor tiempo de retencién, comparado con los correspondientes al resto de las
variantes, en la columna Cis durante el proceso de purificaciéon por HPLC. Este aumento de
hidrofobicidad podria explicarse al considerar los valores de los indices de hidropaticidad de los
residuos sustituidos, el indice de hidropaticidad de la Valina es 4.2, mientras que el de la Prolina es -1.6
(Kyte and Doolittle, 1982). A pesar de que el valor de GRAVY calculado para los péptidos Pin2
[P14GV] y Pin2 [P14VG] es idéntico (0.53), es posible que la diferencia existente entre sus tiempos de
retencion, 32.8 y 37.0 minutos respectivamente, esté relacionada a que en el caso de Pin2 [P14VG] se
forma un parche hidrofébico mayor, dada la cercanfa de los residuos L12 e 113 adyacentes al residuo
insertado V14, el cual puede favorecer la interaccién entre el motivo LIV del péptido y la resina de la
columna Cis. Dado que el valor de GRAVY calculado para el péptido Pin2 es menor que el de Pin2
[P14GVG], se esperaria un menor tiempo de retencion en este péptido, sin embargo, es probable que la
cercanfa de los residuos G14 y G16, generen una mayor hifrofilicidad en la regiéon central del péptido
Pin2 [P14GVG]. El valor de GRAVY de la variante Pin2 [P14G] (0.38) es mayor que el calculado para
Pin2 (0.33), pero menor al de la variante Pin2 [P14V] (0.57), por lo que su incremento en toxicidad
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parece no esta relacionado directamente con su grado de hidrofobicidad, asi que es posible que este
incremento esté relacionado con otros parametros, como su conformacion tridimensional. Finalmente
la variante Pin2 [P14GPG] presentd solo un 30% de hemdlisis a la maxima concentracion evaluada (25
uM), presentando el valor de GRAVY menor (0.27), comparado con todas las variantes evaluadas, y
correlacionando con el menor tiempo de retencién observado.

Las Ponericinas G son péptidos antimicrobianos con estructura alfa-helicoidal provenientes de la
hormiga Pochycondyla goeldii y poseen un “doblez” estructural en su regién central constituido por la
secuencia GPG. Las Ponericinas G no poseen ninguna actividad hemolitica (Orivel e a/, 2001),
indicando que la sustitucién de la Prolina 14 de Pin2 por el motivo GPG, fue importante para disminuir
toxicidad contra EH. Al analizar los graficos de las figuras 22C y 22D se puede obsetrvar que los valores
de GRAVY calculados no presentan una buena correlacién con los tiempos de retencién observados
(29%), ni con la disminucién de la actividad hemolitica (12.5%), por lo que se concluye que, si bien el
GRAVY nos da una referencia de la hidrofobicidad global de la molécula, no nos permite inferir el
efecto ocasionado por la posicién en espacio tridimensional de residuos clave, razén por la cual no
existié una correlaciéon clara entre este parametro y la disminucién de la actividad hemolitica de las
péptidos Pin2 [P14GV], Pin2 [P14GVG] y Pin2 [P14GPG]J. Por otro lado el momento hidrofébico
(uH) toma en cuenta la conformacién que presenta la estructura alfa-helicoidal clasica para el calculo de
hidrofobicidad, valores mas positivos representan hidrofobicidades mayores, al igual que el caso del
GRAVY. Este paraimetro (uH) se define como la suma vectorial de las hidrofobicidades
correspondientes a cada aminoacido que conforma la molécula, dividido por el numero de los mismos,
pero ademas incluye el valor del angulo de proyeccién de Edmudson. En este caso, el péptido con la
menor hidrofobicidad, dada por un momento hidrofébico de 1.76 fue la variante Pin2 [P14GPG], la
cual también presenté los valores de DEsy de hemolisis mayores. En la figura 22E se correlaciona la

hidrofobicidad expresada como los valores de pH con los valores de DEsy de hemolisis calculados para

66



A
YT )/NSTITUTO
o

BIOTECNOLOGIA

5. ESULTADOS Y DISCUSION

cada péptido, observandose que al igual que para los valores de GRAVY la correlacién fue muy baja
(28%), evidenciando que los pardmetros de hidrofobicidad obtenidos a partir de la secuencia primaria
no reflejaron el grado de hidrofobicidad real de los péptidos evaluados y por lo tanto constituyen solo
una herramienta de referencia que debe ser tomada con cautela en el disefio de nuevos péptidos
antimicrobianos. Con el analisis de los datos experimentales se observa que de manera general la
disminucién de la actividad hemolitica se correlaciona con la disminucién de la hidrofobicidad
observada experimentalmente, indicando que péptidos con mayor hidrofobicidad son menos selectivos
y por ende maés toxicos. Sin embargo, este parimetro no parece dominar todo el fenémeno, por lo que
otros parametros, como su organizacion tridimensional, pueden estar involucrados en la modulacién de
la actividad de estos péptidos.

5.3.3. Efecto del cambio de la flexibilidad sobre la actividad hemolitica en las variantes de Pin2
La flexibilidad es un parametro estructural que no se ha tomado en cuenta de manera relevante para el
estudio de los péptidos antimicrobianos, razén por la cual existen muy pocos reportes en donde se haya
estudiado la relacién de su efecto sobre las actividades biologicas de los péptidos antimicrobianos. Liu y
colaboradores (2008) propusieron, basandose en sus resultados experimentales, que la flexibilidad tiene
una correlacién directa con la actividad antimicrobiana observada en péptidos del tipo alfa-lineales,
indicando que a medida que la flexibilidad disminuye las actividades antimicrobianas aumentan. En el
afio 2000 Shin y colaboradores reportaron la importancia del doblez estructural generado por la
secuencia GIG en el péptido antimicrobiano alfa-lineal y no hemolitico, CA(1-8)-MA(1-12). En este
reporte se generaron 3 variantes CA-MAlen donde la secuencia GIG fue eliminada, CA-MAZ2 en donde
el triplete se sustituyé por Prolina y la variante CA-MA3 donde la donde la Isoleucina fue sustituida por
Prolina generando el motivo GPG, al evaluar experimentalmente estas vatiantes, observaron que la
presencia del motivo GIG y su sustitucion por Prolina mantenian un perfil de actividad antimicrobiana

similar, pero la insercién del motivo GPG disminuyé su efecto bactericida, por lo que después de
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analizar la estructura de estos péptidos por 2D-RMN, observaron que la flexibilidad de los péptidos
CA-MA y CA-MA2 fue similar por lo que propusieron que la flexibilidad generada por estos motivos
era importante para la interaccién electrostatica y su posterior insercién en membranas bacterianas,
pero que al incrementar mas este parametro por La inserciéon de GPG se afectaba la actividad
antimicrobiana. En otro reporte Frecer y colaboradores (2004) evaluaron las actividades bioldgicas de

péptidos ciclicos con la presencia del motivo GSG en el centro de su estructura y con la ayuda de

herramientas computacionales (Docking y Relacion Cuantitativa Estructura-Actividad, QSAR, por sus

siglas en inglés) determinaron que la flexibilidad generada por la presencia de estos residuos resultd
importante para su actividad antimicrobiana, similar a lo anteriormente reportado por Shin y
colaboradores (2000). Sin embargo, en ninguno de estos reportes se discute el efecto de la flexibilidad
estructural global sobres el efecto hemolitico, dado que en el reporte de Shin y colaboradores (2000), las
variantes mantuvieron las caracteristicas no hemoliticas del péptido parental CA-MA y en el reporte de
Frecer y colaboradores (2004) se mantuvo el motivo GSG en todas las variantes, presentando
actividades hemoliticas a concentraciones alrededor de 5 uM. En nuestra hipétesis inicial propusimos
que el "doblez" rigido generado por la presencia del residuo de Prolina en la posicién 14 del péptido
Pin2 estaba relacionado con su alto efecto hemolitico y que su cambio por motivos como GVG y GPG
que rompieran la continuidad de la estructura alfa-helicoidal de una manera mas flexible, permitirfa
disminuir su toxicidad. Por ese motivo se decidi6é determinar si cambios en la flexibilidad promedio de
las variantes generadas de la secuencia de Pin2 podrfan relacionarse con las disminuciones en la
actividad hemolitica observadas principalmente en las variantes Pin2 [P14GV], Pin2 [P14GVG] y Pin2
[P14GPG]. Para evaluar esta relacion, la flexibilidad promedio de las variantes se calculé utilizando los
valores de flexibilidad reportados por (Bhaskaran y Ponnuswamy, 1988) pata cada aminoicido (Anexo
4). Como se observa en la figura 22F a pesar de que los valores de flexibilidad promedio de cada

molécula varfan en rangos muy pequefios entre si, existe un porcentaje de correlacion de mas del 60%
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entre el aumento de la flexibilidad y la disminucién de la actividad hemolitica. Situandose junto con la

hidrofobicidad entre los parimetros mas importantes para la modulacién de la actividad hemolitica de

las variantes evaluadas en este reporte.
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Figura 22. Analisis del efecto de parametros fisicoquimicos para la modulacion de la actividad hemolitica de

las variantes de Pin2. A. Correlacion del pH relativo con la DE5, de hemdlisis, B. Correlacion del tiempo de

retencion en HPLC con la DEs; de hemolisis, C. Correlacion del GRAVY con el tiempo de retencion en
HPLC, D. Correlacion del GRAVY con la DEs;de hemadlisis, E. Correlacion del pH con la DEsde hemolisis y
F) Correlacion de la flexibilidad promedio de la molécula con la DEs) de hemolisis. Las barras de error

representan los intervalos de confianza (95%) para los valores de DEsy de hemdlisis calculados.
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5.3.4. Conformacion estructural

Dado la correlaciéon de la flexibilidad con la disminucién de la actividad hemolitica de las variantes de
Pin2, se podria estudiar su efecto utilizando como templado la variante Pin2 [P14GPG], mediante la
insercién de residuos mas flexibles en la posicion de la Prolina como un residuo de Glicina, generando
el motivo “GGG”, o bien modificando los residuos de Lisina (0.47) por Arginina (0.53), que presenta
mayor flexibilidad. Ademas con estos cambios disminuirfamos también la hidrofobicidad y de esta
manera podriamos estudiar la influencia de la flexibilidad y la hidrofobicidad sobre la modulacién de la
actividad hemolitica en este tipo de péptidos alfa-lineales, sin modificar los valores de parametros como
la anfipaticidad y longitud de las moléculas.

5.3.4.1. Estimaciéon de la estructura secundaria de las variantes de Pin2 por analisis de
secuencia y espectroscopia de Dicroismo Circular (DC)

Los péptidos antimicrobianos alfa-lineales son abundantes en los fluidos extracelulares de insectos y
ranas. Frecuentemente estos péptidos mantienen una estructura desordenada en solucion; sin embargo,
estos adquieren su conformacién estructural de alfa-hélice al interaccionar con los fosfolipidos de la
membrana (Yeaman y Yount., 2003). Maganina 2 presenta 61% de estructura alfa-helicoidal (Imura ez
al., 2007), mientras que Melitina un 71% (Ladokhin e a/., 1999). En experimentos de DC en presencia
de triflouroetanol (TFE), de manera general, un mayor contenido de estructura alfa-helicoidal. estd
relacionado con CMI menores (Pathak ez 4/, 1995) y con un mayor grado de toxicidad contra células
eucaridticas (Dathe y Wieprecht, 1999). El conocimiento del grado de estructura secundaria de las
variantes de Pin2, podrian ayudar a dilucidar los parametros estructurales responsables de la actividad
hemolitica en estos péptidos antimicrobianos y facilitar el disefilo de nuevas variantes. La secuencia
del péptido parental Pin2 y sus variantes se muestran en la tabla 19. La prediccién de estructura

secundatia se llevé a cabo en el servidor de andlisis de secuencias de proteinas NPS@ (http: // npsa-
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pbil.ibep.ft/) con la herramienta de prediccién de estructura secundaria (Combet e# al., 2000), el cual

oscil6 entre 40 y 90 % para las variantes.

Tabla 19. Secuencia y prediccion de estructura secundaria de Pin2 y sus variantes.

Péptido Secuencia a-Hélice (%) Sin estructura (%)

Pin2 FWGALAKGALKLI-P-SLEFSSFSKKD 87.5 12.5
hhhhhhhhhhhhh-h-hhhhhhhccc

Pin2 [P14G] FWGALAKGALKLI-G-SLFSSFSKKD 87.5 12.5
hhhhhhhhhhhhh-h-hhhhhhhccc

Pin2 [P14V] FWGALAKGALKLI-V-SLEFSSFSKKD 83.3 16.7
hhhhhhhhhhhhh-h-hhhhhhccecc

Pin2 [I’14GV] FWGALAKGALKLIGV-SLFSSFSKKD 40.0 40.0
cchhhhhhhhhheee-eecccccccc

Pin2 [I’14VG] FWGALAKGALKLI-VGSLFSSFSKKD 84.0 16.0
hhhhhhhhhhhhh-hhhhhhhhccecc

Pin2 [I’14GVG] FWGALAKGALKLIGVGSLFSSEFSKKD 46.2 53.8
cchhhhhhhhhhceecccecchhecce

Pin2 [I’14GPG] FWGALAKGALKLIGPGSLFSSEFSKKD 65.4 34.6

hhhhhhhhhhhhceeeccchhhhhecce

h=Hélice; c=Sin estructura; e= hebra beta; Determinado en el servidor NPS@ (http://npsa-pbil.ibcp.fr/)

Para determinar si diferencias en el grado de estructura secundatia estaban relacionadas con el aumento
de la actividad hemolitica observado con la variante Pin2 [P14G] o con las disminuciones en esta
actividad presentadas por las variantes Pin2 [P14GV], Pin2 [P14GVG] y Pin2 [P14GPG], se realizaron
experimentos de dicrofsmo circular. Los espectros de DC fueron obtenidos en un espectropolarimetro
Jasco J-725 (Jasco, Japén). Los ensayos fueron realizados desde 260-190 nm en 60% de triflouroetanol
(TFE), pH 7.1 a temperatura ambiente (25°C), utilizando una celda de cuarzo de 1 mm y los datos
fueron colectados a una velocidad de 100 nm/min. La concentracion de los diferentes péptidos fue de
40 pg/mL. Como se observa en la figura 23A no existe diferencia significativa entre los espectros
obtenidos para cada uno de los péptidos antimicrobianos evaluados en este reporte, en los espectros se
observan la bandas caracteristicas (208 y 222 nm) de una estructura alfa-helicoidal, demostrando esta
conformacién espacial de los péptidos en ambientes hidrofébicos, similares a los encontrados en las
membranas lipidicas de origen bacteriano. Los valores promedio de tres corridas individuales fueron
utilizados para determinar el porcentaje de contenido de a-hélice presente en los péptidos mediante el

uso del software CDNN v.2.1 (Béhm, 1992), resultando muy similares (60%) sugiriendo que a nivel
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global los cambios no modifican en gran manera la conformacién estructural de los péptidos respecto a
Pin2 (Figura 23A). Sin embargo, para el caso de las variantes Pin2 [P14G], la mas hemolitica respecto a
Pin2, y Pin2 [P14GPG], la menos hemolitica respecto a Pin2, se decidié hacer experimentos de DC con
mayor detalle. Se realizaron experimentos de DC a diferentes concentraciones de triflouroetanol (TFE)
a 25 ° C, utilizando un espectrémetro AVIV 410-SFCD (AVIV, Inc. Biomédica, N.J., E.E.UU.). El
analisis se realiz6 en un intervalo de longitudes de onda entre 190 y 250 nanémetros (nm) y a
concentraciones de 12 uM para Pin2, Pin2 [P14G] y Pin2 [P14GPG] en una cubeta de cuarzo de 1 mm.
Los datos fueron recolectados cada 0.2 nm y un tiempo promedio de adquisicién de 4s. Para
determinar la proporcién de TFE necesaria para inducir el maximo contenido de estructura o-helicoidal
en los tres péptidos, diferentes volimenes de TFE se afiadieron a las muestras (20, 40 y 60% v/v, 300
pL volumen final, y sélo para el péptido Pin2 [P14GPG], se utilizé una concentracién del 70% TFE).
Respecto a los experimentos de DC realizados al péptido parental Pin2 (Figura 23B) y el péptido Pin2
[P14GPG] (Figura 23D), ambos péptidos mostraron un perfil de DC caracteristico de ausencia de
estructura secundaria en la solucion testigo (agua destilada); por su parte el péptido Pin2 [P14G]( Figura
23C) en ausencia de TFE ya presenta un 20% de estructura alfa-helicoidal, sugiriendo que este péptido
tiene mayor propensién a esta conformacién, lo que podtia estar relacionado con su mayor actividad.
El porcentaje maximo de estructura secundaria para todos los péptidos se calculé mediante el analisis
de los datos de DC usando el paquete de software CDPro, observandose que el contenido total de
estructura alfa-hélice fue de 60%.

Por otro lado, se realizaron los modelos estructurales de las diferentes variantes insertando las
mutaciones en la secuencia de Pin2 y optimizandolos, en una caja de agua de 10A2 con ayuda de
paquete para modelado molecular Maestro version para uso académico (http://www.schrodinger.com),
posteriormente los modelos fueron minimizados utilizando PELE (Protein Energy Landscape

Exploration, Borrelli ¢ al., 2005) a una temperatura hipotética de 5,000°C (Figura 24).
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Figura 23. A) Espectros de DC obtenidos para los diferentes péptidos evaluados en este trabajo, 60% TFE (Jasco J-
725, Japén). B) Espectros de DC de la titulacion de Pin2 con TFE (Jasco J-725, Japén). C. Espectros de DC de la
titulacion de Pin2 [P14G] con TFE. D. Espectros de DC de la titulacién de Pin2 [P14GPG] con TFE. SFCD (AVIYV,
Inc. Biomédica, NJ., EE.UU.).

En estos modelos estructurales obtenidos después de la minimizacién se puede observar que el grado
de estructura es mayor para los péptidos mas toxicos, Pin2 y Pin2 [P14G], como se observa en la figura
24, mientras que el grado de estructura de los péptidos Pin2 [P14GVG] y Pin2 [P14GPG] fue menor,
por lo que lucen muy desordenadas. Posteriormente con la ayuda de estos modelos tratamos de
correlacionar otras propiedades fisicoquimicas reportadas como importantes en experimentos de QSAR
sobre péptidos antimicrobianos para modular su actividad antimicrobiana y hemolitica (Hilpert ez 4/,

2008; Jenssen et al, 2007; Langham et al, 2008) tales como, el nimero de enlaces de hidrégeno

intermoleculares e intramoleculares, la longitud de la molécula (medida en A desde el carbono alfa de
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residuo inicial al carbono alfa de residuo final), el grado de deformacién inducida por la presencia de los
residuos de Prolina, Glicina, Valina y sus combinaciones (medido como el angulo formado entre el
primer residuo, el residuo central y el residuo final de la molécula) y el momento dipolar generado por
la distribucion de las cargas en la estructura de cada variante, con las actividades antimicrobianas y
hemoliticas, con la finalidad de establecer que parametro es el de mayor peso para favorecer

disminuciones en el perfil hemolitico y facilitar el disefio de nuevas variantes.

Pin2

PR

Pin2 [P14GV] Pin2 [P14VG]

Pin2 [P14G]

Pin2 [P14GPG]

.30 )

Pin2 [P14V]

Figura 24. Modelos estructurales de los péptidos «-lineales evaluados en este trabajo. Los modelos
fueron generados con Maestro y minimizados con PELE.

Sin embargo, no se lograron obtener porcentajes de correlacién superiores al 30% entre estos
parametros y la disminuciones en el perfil hemolitico observadas en la caracterizacién de las variantes,
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lo que podtia estar relacionado al método de analisis, dado que PELE esta optimizado para realizar sus
calculos en agua; tomando en cuenta que los péptidos antimicrobianos alfa-lineales adquieren su
conformacion estructural al interaccionatr con el interior hidrofobico de las membranas bacterianas y/o
eucariotas, el analisis de sus propiedades fisicoquimicas en condiciones acuosas no refleja
adecuadamente las condiciones en las que ejercen su actividad biolégica. Por lo que una posibilidad
para realizar un analisis mas realista de los parametros fisicoquimicos y estructurales de las variantes de
Pin2, se basaria en el uso de dindmicas moleculares en presencia de un solvente hidrofébico, tales como
metanol u octanol, solventes que estin totalmente parametrizados para su uso en la dinimica molecular,
que favorezca o induzcan la adquisicién de una conformacién estructural del tipo alfa-helicoidal,
necesaria para la formacién de los poros o canales en las membranas bacterianas.

5.3.4.2. Estimacion de la estructura secundaria de las de las Defensinas hBD11 y hBDcon por
analisis de secuencia y espectroscopia de Dicroismo Circular (DC)

Las Defensinas son una familia de péptidos antimicrobianos distribuida en diferentes organismos
eucariontes como hongos, plantas, insectos, y mamiferos (Ganz y Lehrer, 1994). Las Defensinas de
mamiferos se clasifican en tres grupos alfa-Defensinas, beta-Defensinas y teta-Defensinas.
Mientras que las alfa-Defensinas y beta-Defensinas se expresan constitutivamente en todos los
mamiferos, las teta-Defensinas s6lo se han reportado en el mono Rhesus, Macaca mulatta, (Bauer et al.,
2001). Diferentes estructuras de Defensinas han sido reportadas y de manera general,
independientemente de su fuente estas estan conformadas por dos o tres hojas beta estabilizadas por
tres puentes disulfuro, en ocasiones pueden presentar un motivo estructural alfa-hélice en alguno de sus
extremos. Nuestro interés en estudiar a las beta-Defensinas de origen humano radica en que por una
parte estos péptidos son expresados de manera soluble en diferentes 6rganos y tejidos, y ejercen su
actividad antimicrobiana sin mostrar ninguna actividad toxica contra células eucariotas. Y por el otro

lado, su estructura tridimensional es similar a las de las toxinas de alacran, hebras beta estabilizadas por
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multiples puentes disulfuro, ampliamente estudiadas en nuestro laboratorio. Con la finalidad de
determinar el grado de estructura secundaria presente en los péptidos tipo beta-Defensina hBD11 y
hBDcon, se realizaron experimentos de DC. Los espectros de DC fueron obtenidos en un
espectropolarimetro Jasco J-725 (Jasco, Japon). Los ensayos fueron realizados desde 260-190 nm en
amortiguador de fosfatos (PBS 10 mM, pH 7.4) a temperatura ambiente (25°C), utilizando una celda de
cuarzo de 1 mm, los datos fueron colectados a una velocidad de 100 nm/min. La concentracién de los
diferentes péptidos en estado oxidado fue de 40 pug/ml. En la figura 25 se muestran los espectros de
DC obtenidos para cada péptido tipo beta-Defensina. Como se observa en la figura 25A la hBD11
muestra un perfil caracteristico para un péptido constituido principalmente por hebras beta, mientras

que la hBDcon muestra un perfil de DC correspondiente a una proteina alfa/beta.
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Figura 25. Experimentos de Dicroismo Circular de las beta-Defensinas humanas evaluadas. A) beta-
Defensina 11 (hBD11) y B. beta-Defensina consenso (hBDcon).

5.3.4.3. Estimacion de la estructura secundaria de las de las Defensinas hBD11 y hBDcon por

Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Con la finalidad de determinar si la secuencia correspondiente a la hBD11 y la hBDcon mantenfa un
plegamiento similar al de las beta-Defensinas ya caracterizadas (hBD1-3), se decidi6 realizar

experimentos de Resonancia Magnética Nuclear (RMN). Como primera aproximacioén para evaluar el
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grado de estructura de las muestras de la hBD11 (0.7 mg) y la hBDcon (1.3 mg) se registraron
diferentes espectros de 'H RMN en primera dimensién (Varian Inova 600 MHz a diferentes pH y
temperaturas). Para el caso de la hBD11 el espectro de 'H RMN mostré una distribucién de
desplazamientos quimicos diferente al de una proteina con un plegamiento correcto dado que, se
observé la ausencia de sefales definidas, ademas de que en las regiones aromaticas del campo bajo (9-
10 ppm) y en la regién correspondiente a carbonos alfa (5-6 ppm) no se observaron desplazamientos
quimicos, razén por la cual se decidié no continuar los experimentos de RMN sobre este péptido.
Respecto a los espectros de 'TH-RMN realizados con la hBDcon, estos presentaron una distribucién de
desplazamientos quimicos mas uniforme y mejor definida, indicando que este péptido estaba mejor

estructurado (Figura 20).

A B

hBD11 RECRIGNGQCKNQCHENEIRIAYCIRPGTHCCLQQ 35 ‘ I l

hBDcon KKCWNGGR-CRKKCKENEKPIGYCRNGKK-CCVN 32 hBDcon
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Figura 26. Espectros de los diferentes experimentos de 1D 'H-NMR. A. Alineamiento de las secuencias
de la hBD11 y la hBDcon, B. Comparaciéon entre los espectros de la hBD1l y la hBDcon, C.
Experimentos a diferentes temperaturas y D. experimentos a diferentes pH.

Posteriormente la distribucion de desplazamientos quimicos obtenida para la hBDcon obtenida a un

pH de 3.4 y una temperatura de 25°C fue comparada con el de la beta-Defensinas humana 2 (PDB:

77



},DDN 5. ESULTADOS Y DISCUSION

BIOTECNOLOGIA

1FQQ; Sawai ¢f al., 2001) y el de la beta-Defensinas humana 3 (PDB:1K]J6; Schibli ¢ a/, 2002), tnicas
estructuras resueltas por RMN que aportaban las listas de desplazamientos asignados (Figura 27). Se
observé que los desplazamientos obtenidos de los espectros 'H-RMN de la hBDcon presentaban una
distribucién similar a la reportada para estos dos péptidos, indicando de manera preliminar que las
muestras de la hBDcon, presentaban plegamiento tipo beta-Defensina, por lo que se continué con su

caracterizacion estructural mediante RMN en 2D.
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Figura 27. Comparacion de los resultados obtenidos para la hBDcon y los reportados para hBD2 y
hBD3. A. Distribucion de los desplazamientos quimicos reportados para la hBD2 y la hBD3 comparados
obtenidos para la hBDcon. Diferencias entre los valores experimentales de la estructuras plegadas de la
hBD2 y la hBD3 y los esperados para una estructura "random coil”, B. protones unidos a carbono alfa

(C*H) y C. protones unidos al nitrégeno del enlace peptidico (NH).

5.3.4.3.1. Digestiones de la hBD11 con tripsina y experimentos de DC.

Dado que la hBD11 no presentaba una distribucién de desplazamientos quimicos que indicara un
plegamiento similar al de los péptidos hBD2 y hBD3, se decidié realizar los experimentos en dos
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dimensiones dnicamente con la hBDcon. Sin embargo, se decido inferir las posibles conectividades de
los puentes disulfuro en esta molécula mediante digestiones con Tripsina. I.a hBD11 presenta dos
residuos de Lisina y tres de Arginina, cinco posiciones de corte probables para la Tripsina, de manera
inicial se determinaron las probabilidades de corte de la Tripsina mediante el software Peptide Cutter
(http:/web.expasy.org/peptide_cutter/) (Figura 28) y se calcularon las masas resultantes de la
protedlisis tomando en cuenta las 15 posibilidades de conexién entre las 6 cisteinas de la molécula. Una
muestra de 20 pg de la hBD11 oxidada se incubé por espacio de una hora a 37 °C en presencia de
tripsina posteriormente se inyectd la reacciéon a una columna de HPLC en fase reversa Cyg (gradiente
lineal 0-60% de ACN + 0.1% TTFA), los dos picos resultantes de la digestién fueron colectados y sus
masas fueron determinadas mediante ESI-MS (Finnigan LCQPUC ion trap mass spectrometer, San José,
California, EE.UU.). Las masas calculada fueron las siguientes 1,263.4 y 2,830.0 indicando que las
cisteinas 1 y 2 estan conectada y que las cisteinas 3, 4, 5 y 6 presentaran alguna de sus 6 posibilidades de
conexion, en donde de darse el corte de la Arginina 26, reducirfa las posibilidades de unién a cuatro

posibilidades, la cisteina 3 unida a la cisteina 5 o 6 y la cuatro unida a las mismas cisteinas (Figura 28).

r —->100% |- ->100% I- ->100% |- -2>39%
REC,RIGNGQC.KNQC,HENEIR|IAYC,IRIPGTHC.C.LQQ
- d - d - 4 - 4

NH,-REC,R-COOH
1263.4 Da
NH.-IGNGQC,K-COOH
NH,-IAYC IR PGTHC;C,LQQ-COOH NH,-IAYC,IR PGTHC,C;LQQ-COCH
NH,-NQC;HENEIR-COOH NH.-NQC,HENEIR-COCH

NH-IAYC, IR PGTHC,C,LQQ-COOH

NH,-NQC,HENEIR-COOH

2830.0Da

Figura 28. Digestion de la hBD11 oxidada con tripsina. A. Sitios de corte posibles, B. Fragmentos y
conectividades posibles de acuerdo con las masas experimentales obtenidas.
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5.3.4.3.2. Experimentos de RMN en dos dimensiones

Se realizaron diferentes experimentos tanto, homonucleares, (2D 'H-'H) DQF-COSY, TOCSY vy

NOESY, como heteronucleares, '"H-’N y 'H-3C-HMQC. Los espectros fueron obtenidos a 600 y 800

MHz (espectrémetros Bruker Avance III 600 MHz y Bruker Avance 800 MHz), a 10 y 25°C, as{ como

a 3.5y 5.6 de pH. El patrén de desplazamientos quimicos fue similar en todas las condiciones, sin

embargo, a 10 °C la resolucién de los desplazamientos quimicos disminuy6 y algunas sefiales se

perdieron, por esta razén el "sef'’ de datos obtenidos a 25 °C fue utilizado para iniciar la asignacién

secuencial de las seflales de cada sistema de espin (aminoacido) que integra la molécula. El experimento

heteronuclear 'H-5C-HMQC, nos ayud6 a estimar cuantos de los 31 sistemas de espin posibles

podriamos observar, antes de iniciar su asignacién con la ayuda de los experimentos de TOCSY y

NOESY. En la figura 29 se observa es espectro correspondiente al experimento 'H-13C-HMQC, en el

cual solo podemos distinguir 26 sefiales de protones unidos al nitrégeno del enlace peptidico (NH).

;- 5N (ppm)
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1 1 L
A G26N-H E—=GTN-R G21N-H N25N-HD21
N2SND22 -HD2 2wt
- X18N-HN NSND22-HD22 -
110 L N32ND22-HP22 @ —N5ND21-HD21 110
N1END22 -HD22 S ws2mpz1-H021
- S a1
p—_— K17N-H
NSN-H
C23N-H ZEN-H E17N-H
R8N-H K27N-H
K18N-Hy, E15N-H ./ /
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T20N-E g ) AN -H
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Figura 29. A. Espectro del experimento Heteronuclear 2D 'H-SN-HMQC (5% ?H;O, 1.3 mg, pH 5.6, 25
°C) (Bruker Avance IIT 600 MHz) B. Acercamiento al area de concentracion de las sefiales NH.
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La estrategia de asignacién secuencial de los sistemas de espin comienza con el andlisis de la secuencia
primaria del péptido de interés para identificar aquellos aminoacidos tunicos y las secuencias
correspondientes a los dipéptidos y tripéptidos que se forman en torno a ellos. hBDcon es un péptido
de 32 residuos, con cinco aminodcidos Gnicos en su secuencia (W3, P19, 120, Y22 y V31), y la presencia
de tres puentes disulfuro, probablemente con una conectividad similar a la familia de beta-Defensinas
de mamifero, Cys3-Cys29, Cys9-Cys23 y Cys13-Cys30. En la figura 30 ilustran los dipéptidos y

tripéptidos unicos de la secuencia de la hBDcon.

A B
KKCWNGGRCRKKCKENEKPIGYCRNGKKCCVN  KKCWNGGRCRKKCKENEKPIGYCRNGKKCCVN
== CW-——mmmmmmmm e —KCW-—= == ————mmmmmmmmm e
———WlN-—mmmmmmmm e e == CWN-——mmmmmmmmmmmmmm e
————————————————— L e ) [ it
—————————————————— PI-—----—=----= ————————————————EKP-——--—————---
——————————————————— IG-—---—=====  —————————————————KPI-—--—————---
———————————————————— GY————=--——=  ——mm——————m——— - —PIG-—————————-
————————————————————— e e
————————————————————————————— CV- ————mmm———mm e —GYC--——--- -
—————————————————————————————— VN  ————————————————————-YCR---——---
———————————————————————————— cev-
————————————————————————————— CVN

Figura 30. Analisis de la secuencia primaria de la hBDcon para su asignaciéon secuencial. Los
aminoacidos tnicos en la secuencia se presentan en rojo. A. Dipéptidos generados por unién a los
aminoacidos tnicos y B. Tripéptidos generados por unién a los aminoacidos tinicos.

Una vez identificados los aminodcidos unicos y sus di y tripéptidos, con la ayuda de los espectros
obtenidos de los experimentos homonucleares 'H-'H en 2D, DQF-COSY, TOCSY y NOESY, se
inicié la asignacién secuencial de todos los sistemas de espin (aminoacidos) que comprenden a la
hBDcon, y de las interacciones (NOEs) por vecindad en la secuencia y por cercania en el plegamiento,
los espectros sobrepuestos de NOESY/DQF-COSY y NOESY/TOCSY se ilustran en la figura 31. En

la figura 32 se muestra la region en donde se agrupan las sefiales de protones unidos a carbono alfa

(HaC) del espectro correspondiente al experimento 'H-'H-DQF COSY. De las 39 sefiales posibles, los

81



NOS

= y I‘ ) ~
INSTITUTO
YO

5.

ESULTADOS Y DISCUSION

BIOTECNOLOGIA

residuos de Glicina presentan dos sefiales por carbono alfa, solo pueden observarse 32 sefiales que

podtian ser correlacionadas con los sistemas de espin.

9,0 8.5 80 .
401 A 3/"“' _ 'd . 4B 3
. ;‘T vy e
L] &
2] ;* p—— 7 e —— g/ 4.5 4.5 4 i
: S TR S -
s NP T L g
R Vg1 a St I
30 9" o 50 50 5
iy 0
= Tk prrey
%% nf") ‘& 55 5.5 n (f s
'H-'H NOESY/DQFCOSY 1H-1H NOESY/TOCSY
8.5 8.0 o N

9.0

@,-"'H (ppm) ®,-"H (ppm)

Figura 31. Espectros de la region de los protones unidos a carbono alfa de los experimentos de RMN en
dos dimensiones. A. Comparacion de los experimentos de TH-'H-DQF COSY y 'H-'H-NOESY (Tiempo
de mezclado, 200 ms). B. Comparacion de los experimentos de 'H-'H-TOCSY (Tiempo de mezclado,
120 ms) y 'H-'TH-NOESY (Tiempo de mezclado, 200 ms).

Tanto para proteinas, asi como para los acidos nucleicos, los enlaces de hidrégeno son
elementos esenciales para la formacion de su estructura secundaria, ademas participan en la
estabilizacion de la estructura terciaria (Dingley e al, 2001). Muchas propiedades
correspondientes a los enlaces de hidrégeno han sido ampliamente estudiadas por una gran
variedad de técnicas, como la espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN). Los
acoplamientos escalares mediados por electrones solo permiten observar la conexién entre los
dos lados correspondientes al enlace de hidrégeno, la RMN por medio de un experimento de
COSY nos permite observar todos los elementos involucrados en un enlace de hidrégeno, el

donador, el protén y el aceptor (Dingley e7 al., 2001; Vuister y Bax, 1993).
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Figura 32. Espectro de la region de protones unidos a carbono alfa del experimento Homonuclear 'H-
H-DQF COSY (5% 2H,0, 1.3 mg, pH 5.6, 25 °C) (Bruker Avance III 600 MHz).

El valor de los acoplamientos (J) es influenciado por el arreglo geométrico de los nucleos involucrados
en la formacién del enlace de hidrégeno, por lo que el del valor de las constantes de acoplamiento
puede ser relacionado con distancias y angulos entre enlaces de hidrégeno. De manera general, en el
caso de las constantes de acoplamiento de tercer orden (tres enlaces de distancia) entre el protén de la
amida del enlace peptidico y el protén unido al carbono alfa (3/nHHe), cuando se observa una valor
superior a 8 Hz indica una conformacién de hebras beta y cuando es inferior a 4 Hz indica una
conformacion estructural de alfa-hélice (Rule y Hitchens, 2006; Wishart e a/, 1991). El experimento
homonuclear 'H-'"H DQF-COSY fue utilizado para calcular las constantes de acoplamiento de tercer
orden (tres enlaces de distancia) entre el protén de la amida del enlace peptidico y el protén unido al
carbono alfa (3/nn.H«) necesarias para el calculo de los anulos diedros (J, y, ¢) de los diferentes enlaces
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peptidicos de la molécula de la hBDcon. Como se obsetva en la Tabla 20, la mayoria de los valores de
las constantes de acoplamiento 3Jnu.H« S€ encuentran en un rango entre 7-10 Hz, indicando la presencia
de una estructura predominantemente conformada por hebras beta.

Tabla 20. Constantes de acoplamiento 3/xu.n« de los sistemas de espin de la hBDcon medidos
de la region CaH del espectro correspondiente al experimento '"H-"H-DQF COSY.

Sistema de espin = NH (ppm) 3/nun. Sistemade espin = NH (ppm) 3/gn. Sistemade espin = NH (ppm)  3/An-n«

Asn32 8.211 8.10 Asn16 8.238 8.24 X17 7.657 9.50
Val3l 9.097 9.80 Glul5 8.974 - X18 9.749 4.10
Cys30 8.733 8.89 Lys14 8.665 7.09 X19 9.187 9.54
Cys29 8.292 8.96 Cys13 8.808 5.17 X22 8.713 7.07
Lys28 8.524 8.25 Argl10 9.695 9.54 XM 8.881 -
Lys27 7.301 8.14 Cys9 8.566 9.39 XN 8.849 5.15
Gly26 8.217 8.10 Arg8 8.553 9.58 X0 8.774 3.88
Cys23 9.016 8.70 Gly7 7.823 6.43 XP 8.494 -
Tyr22 9.108 7.37 Gly6 8.360 6.28 XQ 8.390 8.58
Gly21 7.434 8.31 Asn5 8.567 9.39 XR 8.132 4.18
Ile20 8.824 10.14 Trp4 7.340 4.26 XS 7.350 7.55
Lys18 9.134 9.36 X13 8.046 7.58 XT 7.719 8.31

X Sistema de espin aun no identificado

Con ayuda de todos los espectros generados de los experimentos de RMN en dos dimensiones se logrd
asignar entre el 80-90% de los protones correspondientes a los aminoacidos de la secuencia de la
hBDcon (Tabla 21), nos ha sido particularmente dificil asignar los protones correspondientes al gran
namero de residuos de Lisina presentes en la molécula, principalmente las Lisinas numero 1 y 2, debido
a su gran movilidad y ambientes quimicos similares, lo cual genera desplazamientos quimicos difusos o
sobrelapados entre si.

Con los protones asignados en los experimentos heteronucleares ('H->N-HMQC) y homonucleares
(DQF-COSY, TOCSY y NOESY) se realizaron los primeros calculos de la estructura tridimensional de
la hBDcon con la ayuda de CYANA 2.1 como se observa en la figura 33A. El modelo estructural aun
es muy burdo y viola muchas restricciones estructurales, por lo que para mejorar el modelo es necesatio
terminar los asignaciones de los sistemas de espin faltantes, asi también se precisa aumentar en nimero
de resonancias medidas para cada protén con la finalidad de disminuir los valores de las desviaciones
entre las resonancias, por lo que sera necesario asignar los espectros de todos los experimentos en 2D
realizados, 10 y 25°C y los realizados a pH 3.4 y 5.6, pero con el avance actual se puede mapear la

conformacién estructural adoptada por la hBDcon, que indica la presencia de tres hebras beta y motivo
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alfa-helicoidal en la regién del extremo amino terminal (Figuras 33B y 33C) similar a la conformacién

estructural de la hBD3. Sin embargo, el patron de puentes disulfuro no corresponde con el reportado

para las beta-Defensinas Cys1-Cys5, Cys2-Cys4 y Cys3-Cys6 (Figura 33D).

Tabla 21. Lista de las asignaciones para cada sistema de espin perteneciente a la hBDcon

identificado.

Residuo NH N aH Bh Otros

Asn32 8.212 125.843 4.676 2.785,2.713 H&:7.412,6.822

Val31l 9.095 121.217 4,642 2.170 Hy:0.932,0.903

Cys30 8.737 128.442 5.027 2.928,2.836 -

Cys29 8.293 119.606 4.664 2.448,2.369 -

Lys28 8.528 120.051 4.262 1.733,1477 Hy:1.258,H5:1.429,He:3.083,NH:NA
Lys27 7.801 118.858 5.617 1.731,1.679 Hy:1.086,H5:1.411,He:2.916,NH:NA
Gly26 8.217 107.148 4.258,3.694 - -

Asn25 NA NA 4.565 3.175,2.879 H&:7.546,6.371

Arg24 NA NA NA NA NA

Cys23 9.011 118.528 4.648 2.357,3.272 -

Tyr22 9.101 120.161 5.064 3.161,2.731 H&:7.068,He:6.812

Gly21 7.434 108.655 4.330,3.748 - -

T1e20 8.826 119.636 4.516 1.969,1.969 Hy:0.981,0.848,Hy1=0.720,H5:0.684
Pro19 - - 5.195 2.294,2.049 Hy:2.006,H8:NA

Lys18 9.133 119.342 4.931 1.754,1.677 Hy:1.385,1.344,H0:1.603,He:2.894, NH:N A
Glul7 NA NA NA NA NA

Asnl6 8.242 114.206 4,719 3.105,2.771 H&:7.598, 6.845

Glul5 8.975 119.702 4.024 2.039 Hy:2.361

Lys14 8.6601 120.848 4.285 2.006 Hy:1.439,H8:1.658,He=2.936,Hc:NA
Cys13 8.808 121.984 4.812 3.222,2.639 -

Lys12 7.399 115.498 4.328 Hy:NA,H8:NA,He:3.005,Hg:NA
Lys11 NA NA NA NA NA

Argl10 9.696 123.816 4.896 1.799,1.514 Hy:1.242 H8:1.431* He:3.244, HG:NA
Cys9 8.556 122.248 5.524 2.952,2.744 -

Arg8 8.560 118.911 4.361 1.710,1.633 Hy:1.574,H8:3.383,3.149,He:NA
Gly7 7.827 107.826 4.298,3.418 - -

Gly6 8.354 105.605 4.089,3.750 - -

Ans5 8.557 117.463 4.363 2.923,2.484 H&:7.092,6.813

Trp4 7.354 121.516 5.593 3.320,3.268 H2:7.228,H4:7.718,H5:7.157,H6:7.278,H7:7.478,He1:10.26
Cys3 NA NA NA NA -

Lys2 NA NA NA NA NA

Lysl - - 4.586 1.905,1.736 Hy:1.473,1.399,H8:1.644,He:2.932 HGN A
X8 (Arg) 7.407 NA 4,327 1.669,1.446 Hy:1.391,H8=3.006,He:NA
X12(Cys) 8.391 NA 4.005* 2.745,2.038 -

X13(Cys) 8.054 NA 4.511 2.745,2.038 -

X17(Lys) 7.663 NA 4.826 1.870,1.603 Hy:2.206,2.156

X18 9.722 NA 3.242 - -

X19 9.182 NA 4.939 - -

NA=No Asignado; *= Desplazamiento quimico no claro; La nomenclatura de los protones en cada uno
de los aminoacidos de acuerdo con la IUPAC se representa en el Anexo 6.
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Figura 33. Modelos estructurales de la hBDcon. A. Primer estructura calculada con CYANA
21, B y C Modelos estructurales construidos en el setvidor I-TASSER
(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/), optimizado en MAESTRO y
minimizado con PELE. D. Patréon de puentes disulfuro probable (C13-C313, C2°-C5% y C42-
C6%, los superindices indican su posicion en la secuencia primaria de la hBDcon).

Dado que el patrén de conectividades inferido de los datos de RMN y los modelos estructurales para la
hBDcon no correspondié al esperado para un péptido de la familia de las beta-Defensinas, se decidi6
investigar si el patrén obtenido correspondia con el de alguno de los reportados para péptidos de la
familia de las Defensinas, para realizar este comparacién se seleccionaron todos los péptidos de la
familia de la Defensinas que tenfan una estructura tridimensional reportada por difraccion de rayos X
o RMN, con la ayuda de la base de datos "Defensin Knowledgebase" (http://defensins.bii.a-
stat.edu.sg/). En la tabla 22 se enumeran los diferentes péptidos pertenecientes a la familia de las
Defensinas, ordenadas de acuerdo a su origen, vertebrados, invertebrados, plantas y hongos, sin

embargo, al comparar el patrén reportado para todos estos péptidos con los inferidos para la hBDcon
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no se observé ninguna similitud. Las estructuras de las diferentes Defensinas estan representadas en el

Tabla 22. Patrén de puentes disulfuro reportado para Defensinas de diversas fuentes.

Tipo de Péptidos  Ejemplos$ UniProtKB ID:  Fuente Patrén de puentes disulfuro
hBDcon - Sintética C1-C3, C2-C5,C4-C6
Vertebrados Mamiferos
a-Defensinas DEFA2 P59665 Humano
DEFA3 P59666 Humano
DEFA4 P12838 Humano
DEFA5 Q01523 Humano C1-Co, C2-C4, C3-C5
DEFAG6 Q01524 Humano
Cryptidin 4 P28311 Ratén
RK-1 P81655 Conejo
B-Defensinas DEFB1 P60022 Humano
DEFB2 015263 Humano
DEF103A P81534 Humano C1-C5, C2-C4, C3-Co
DEFB12 P46171 Bovina
Defb7 Q91V70 Ratén
Defb8 Q91V82 Ratén
0-Defensinas RTD-1 P82271 Mono Rhesus C1, C2-C3
Aves
8-Defensinas Sphe-2 P83430 Pingtino Emperador C1-C6, C2-C4, C3-C5
Invertebrados Insectos
Heliomicina P81544 Polilla del tabaco
ARD-1 P84156 Mariposa alas de hoja
Phormicina P10891 Moscard6n negro
DEF1 Q17027 Mosquito de la malaria C1-C4, C2-C5,C3-Co
Sapecina P18313 Mosca de la carne
Termicina P82321 Termita
Protaetiamycina - Escarabajo
Drosomicina P41964 Mosca de la fruta C1-C8,C2-C5, C3-C6, C4-C7
Quelicerados
Defensina grande P80957 Cangrejo herradura C1-C5, C2-C4, C3-C6
Moluscos
MGD-1 P80571 Mejillon del Mediterraneo  C1-C5, C2-C6, C3-C7, C4-C8
Dg-def Q4GWV4 Ostra de Pacifico C1-C8, C2-C5, C3-C6, C4-C7
Plantas Brasicaceas
RsAFP-1 P69241 Rébano C1-C8,C2-C5,C3-C6,C4-C7
Fabaceas
Psd-1 P81929 Chicharo de jardin C1-C6, C2-C5,C3-C7,C4-C8
VrD-1 QG6T418 Frijol chino C1-C4,C2-C5,C3-C6
Solanaceas
PhD-1 Q8H6Q1 Petunia C1-C4, C2-C5, C3-C6
NaD-1 Q8GTMO Tabaco C1-C8, C2-C5, C3-C6, C4-C7
Hongos Ascomicetos
Plectasina Q53106 Hongo taza de ébano C1-C4, C2-C5, C3-C6
(§) Los ejemplos fueron obtenidos de la base de datos Defensins Knowledgebase
(http://defensins.bii.a-star.edu.sg/), se presentan solo péptidos con estructura tresuelta

experimentalmente por cristalografia de Rayos X o Resonancia Magnética Nuclear (RMN).
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5.4. Disefio y caracterizacion de variantes cortas inspiradas en Pin2 [P14G] y Pin2 [P14GPG]
5.4.1. Estrategia de disefio

Tomando en cuenta los resultados obtenidos con las variantes de Pin2 se decidié generar nuevas
variantes inspiradas en Pin2 [P14G] y Pin2 [P14GPG] modificando dos nuevos factores, la carga neta
de los péptidos y su longitud, anteriormente se mencioné que una de las limitantes mas importantes a
solventar para lograr la aprobacién de los péptidos antimicrobianos como terapéuticos es su costo de
produccién (Giuliani e al., 2007; Matr ez al., 2006; Vlieghe e al, 2010), por lo que en este reporte se
decidi6 generar variantes cortas aprovechando el bajo perfil hemolitico presentado con la variante Pin2
[P14GPG] y que la variante Pin2 [P14G]| presenté actividades antimicrobianas y hemoliticas mayores
que el péptido parental Pin2. Como primera aproximacién del disefio se cambio el residuo Acido
aspartico en la posicion 24 por un residuo de Lisina con la finalidad de aumentar la carga neta de los
nuevos péptidos de +3 a +5, diferentes reportes indican que el aumento de la carga genera incrementos
en la actividad antimicrobiana (Dathe ef 4/, 2001; Hong et al., 2001; Yeaman y Yount, 2003). Como
segunda parte del disefio se disminuyé el tamafio de los péptidos eliminando los residuos menos
relacionados con la actividad antimicrobiana, principalmente Serinas y Alaninas, manteniendo el
caracter anfipatico de las moléculas, disminuyendo su hidrofobicidad y aumentando su flexibilidad. Se
generaron dos variantes una de 14 aminoacidos la cual mantiene un residuo de Glicina cercano a su
posicion media y otra variante de 17 aminodacidos la cual presenta el triplete GPG (Figura 34). Con la
finalidad de identificar péptidos con una secuencia similar a la de nuestras variantes cortas de Pin2
reportados con actividad antimicrobiana, se realiz6 una busqueda en la base de datos de péptidos
antimicrobianos APD2. Arrojando como resultado la comparacién con las secuencias de los 1,800
diferentes péptidos antimicrobianos caracterizados depositados en esta base de datos, las cinco
secuencias con porcentajes de similitud de aminoacidos mas alto para cada variante. Como se observa

en la tabla 23 las variantes cortas generadas presentaron valores cercanos al 50% de similitud con el
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péptido parental Pin2 y otros péptidos antimicrobianos, naturales y sintéticos, con actividades

antimicrobianas probadas, indicando que las secuencias generadas de nuestro disefio resultaron

novedosas y presentaban amplias posibilidades para presentar actividades antimicrobianas. Por lo que

se decidi6 realizar su sintesis quimica en fase solida para su posterior caracterizacién biologica.

FWGLKGLKKFSKKL FWGLKGLKGPGKEF SKKL

Figura 34. Representacion de alfa-hélice de las variantes cortas de Pin2. A. Pin2 [14aa] y B. Pin2 [17aa].

Tabla 23. Alineamiento de las secuencias de Pin2 [l4aa] y Pin2 [17aa] con otros péptidos

antimicrobianos de actividad biol6gica caracterizada.

Péptido UniProtKB ID  Origen Secuencia No. AA %Sim Q
Pin2 [14aa] - Sintético ~-FWG——-—--~- LKGLKKFS---KKL---- 14 - +5
Pin2 P83240 Escorpion -FWGALAKGALKLIPSLF---SSFSKKD 24 50.0 +3
CE-MAS - Sintético -KWK------ LFKKIKFLHSAKKE---- 17 474 +7
Macropina 1 - Abeja -—==G-——--- FGMALKLL---KKVL--- 13 47.1 +3
Mastoparam P69034 Avispa INW-—————— LKLGKKMM---SAL-—--- 14 47.1 +3
Japonicina 1 B3vzU2 Rana -FFP--—---- LALLCKVF---KKC---- 14 46.7 +3
Pin2 [17aa] - Sintético -FWG-LKG---—~- L-KGPGKFSKKL 17 - +5
Pin2 P83240 Escorpién —FWGALAKGALKLIPSLFESSFEFSKKD 24 54.2 +3
Ponericina W5 P82427 Hormiga —FWGALIKGAAKLIPSVVGLFKKKQ 24 50.0 +5
NRC-15 - Pez GFWGKLFK----LGLHGIGLLHLHL 21 47.6 +2
Brevinina 1A - Rana -FLPILAGLAAKLVPKVFCSITKKC 24 44.0 +4
Maxinina H39 Q58T55 Sapo 20 429 42

-ILGPVLG----LVGNALGGLIKKL

(:) Cambio equivalente; (.) Cambio opuesto.

No. AA) Numero de aminoacidos del péptido maduro; (%Sim) Porcentaje de similitud; (Q) Carga neta.
pep ] g

(§) Hibrido de Cecropina A (residuos del 1-8) y Magainina (residuos del 4-12).
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5.4.2. Purificacion de las variantes cortas de Pin2

La sintesis quimica y la purificacion de estos péptidos se realiz6 bajo las mismas condiciones utilizadas
para los péptidos evaluados anteriormente, observandose tiempos de retencién en la columna de
intercambio hidrofébico Cis durante su purificacién por HPLC de 19 minutos para la variante de 14
aminodacidos, Pin2 [14aa] y de 17 minutos para la variante de 17 aminoacidos, Pin2 [17aa], estos
péptidos presentan tiempos de retencién menores a los de las variantes de Pin2 caracterizadas
previamente, indicando que su hidrofobicidad es menor (Figura 35). Posteriormente a su purificacién
las actividades antimicrobianas y hemoliticas de los péptidos Pin2 [14aa] y Pin2 [17aa] fueron ensayadas

y comparadas con las de los péptidos alfa-lineales caracterizados anteriormente.

mAU | A mAU | B
Pin2 [14aa] Pin2[17aa]
600 600
5004 - %AcN 2001 . %ACN
400 4 L 5o 400 4 L 20
300 L 50 300 L 60
- - - =
200 4 | -7 L 40 2004 = L 40
- 4 -
- - - -
100 = _‘J L 20 100 L 20
0 T 0 T T T T
15 17.5 20 22.5 min 15 17.5 20 22,5 min

Figura 35. Purificacion de las variantes cortas de Pin2 mediante HPLC (Varian, modelo 335), columna
analitica Cys en fase reversa (4.6x250mm, Nacalai Tesque, Japon). A. Pin2 [14aa] y B. Pin2 [17aa].

5.4.3. Ensayos de actividad biologica

5.4.3.1. Ensayo de actividad antimicrobiana en difusion agar de las variantes cortas de Pin2

La actividad antimicrobiana de las variantes cortas de Pin2 fue evaluada inicialmente mediante ensayos
de inhibicién del crecimiento bacteriano en medio sélido, agar Mueller-Hinton, tal como se realizé con
la variantes de Pin2 evaluadas previamente, sin embargo, no fue posible observar halos claros de
inhibicién por este método. El incremento en la carga neta de las variantes cortas pudo generar la
ausencia de halos de inhibicién observada en este ensayo, por lo que se sugirié que al igual que para el
caso de los antibidticos con gran concentraciéon de cargas positivas y las beta-Defensinas, la fuerza
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i6nica del agar Mueller-Hinton interferfa con la accién antimicrobiana de estos péptidos, indicando que
este medio de cultivo no era el adecuado para su caracterizacién. Por lo que se decidié realizar los
ensayos de inhibicién del crecimiento bacteriano por el método de difusion, bajo las mismas
condiciones utilizadas para la caracterizacién de las beta-Defensinas hBD11 y hBDcon, utilizando
medio Soya-Tripticasa y agarosa de baja electroendosmosis, de acuerdo con las especificaciones de
Lherer y colaboradores (1991). La actividad antimicrobiana de los péptidos Pin2 [14aa] y Pin2 [17aa]
fue evaluada contra tres cepas E. co/i ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 9027 y S. anrens ATTC 25923. Se
observé que ambos péptidos presentan CMIs (25 uM) menores contra E. co/i ATCC 25922 cuando se
comparo con las observadas contra P. aeruginosa ATCC 9027 y S. anrens ATCC 25923, (100 y 300 uM
para Pin2 [14aa| respectivamente), mientras que Pin2 [17aa] no presenté actividad contra P. aeruginosa
ATCC 9027 y una CMI de 80 uM contra . aureus ATCC 25923 (Tabla 24). Respecto a los valores de
CMI, determinados mediante el método de Lherer y colaboradores (1991), para el péptido parental
Pin2, estos se mantuvieron en 6.2 uM contra las tres cepas bacterianas ensayadas, valores de CMI
menores a los determinados por el método convencional sobre agar Mueller-Hinton, sugiriendo que el

método de difusién utilizando medio Soya-Tripticasa y agarosa como agente solidificante es mas

sensible.
Tabla 24. Valores de CMI determinados para las variantes Pin2 [14aa] y Pin2 [17aa]
CMI (pM)
Péptido Ensayo E. coli ATCC 25922  S. aureus ATCC 25923  P. aeruginosa ATCC 9027
Pin2 Solido 6.2 6.2 6.2
Liquido 12.5 12.5 N.D.
Pin2 [P14G] Sélido 25 12.5 50
Liquido 12.5 12.5 N.D
Pin2 [P14GPG] Solido 12.5 50 100.0
Liquido 25 N.D
Pin2 [14aa] Solido 25 >300 100
Liquido 25 50 N.D.
Pin2 [17aa] Sélido 25 80 NA.
Liquido >25+ N.A. N.D.

N.A. = No Actividad; N.D. = No determinado; 1 Bacteriostatico; * 12.5 uM; § 100 pM
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5.4.3.2. Ensayo de actividad antimicrobiana en dilucién de las variantes cortas de Pin2

La actividad antimicrobiana de los péptidos Pin2 [14aa] y Pin2 [17aa] fue evaluada mediante la
realizacién de cinéticas de inhibicién del crecimiento bacteriano contra E. coli ATCC 25922 v S. aureus
ATCC 25923 (1x10* UFC/mL), prepatando concentraciones decrecientes de los péptidos
antimicrobianos liofilizados en concentraciones desde 25 hasta 1.6 pM, utilizando como medio de
cultivo caldo TSB, a bajas concentraciones, para minimizar el efecto de la fuerza idénica del medio de
cultivo, y pH controlado (PBS, pH 7.4), de acuerdo con Lherer y colaboradores (2001). El seguimiento
de las cinéticas de inhibicién, se realizé midiendo el cambio de absorbancia (595 nm) en proporciéon del
tiempo de incubacién de los inéculos de bacterias, E. c/i ATCC 25922 y S. anrens ATTC 25923, en
medio liquido en presencia y ausencia de los péptidos. Como se observa en la figura 36 el péptido Pin2
[17aa] solo present6 una actividad bacteriostatica contra E. co/i ATCC 25922 a la concentracién maxima
ensayada 25 pM y no presenté inhibicién del crecimiento de S. aurens ATCC 25923. Por su parte la Pin2
[14aa] en los ensayos de inhibicién por el método de dilucién presenté una CMI de 25 uM contra E. co/i
ATCC 25922, igual a la determinada por el método de difusion en agar, mientras que su CMI contra .
anrens ATCC 25923 fue de 50 pM.

5.4.2.3. Ensayos de actividad hemolitica de las variantes cortas de Pin2 contra eritrocitos
humanos

La actividad hemolitica de los péptidos Pin2 [14aa] y Pin2 [17aa] fue determinada en las mismas
condiciones la de las variantes de Pin2 evaluadas anteriormente, mediante la incubacién de
suspensiones celulares de eritrocitos humanos (EH) con diluciones seriales de los péptidos a
concentraciones desde 100 hasta 1.6 pM. La concentraciéon de EH utilizada fue aproximadamente 1x107
células por mililitto. Los EH fueron incubados a 37°C por espacio de una hora en presencia de las
diferentes concentraciones de los péptidos antimicrobianos, una solucién de Tritén X100 al 10%, agua

desionizada, como testigos positivos de hemolisis, y PBS (10 mM, pH 7.4), como testigo negativo.
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Posteriormente al periodo de incubacién de una hora a 37 °C, las muestras fueron centrifugadas
(14,000 rpm), se midié el registro de absorbancia del sobrenadante a 570 nm y se determiné en
porcentaje de hemolisis de los péptidos, tomando como valor maximo de hemolisis el registro de
DOs70nm observado en testigos positivos. Como se observa en la figura 37 la variante Pin2 [14aa] solo
present6 un 20% de hemolisis a la maxima concentracion utilizada 100 uM, aproximadamente 8 veces
mayor a la concentracion necesaria para que el péptido parental Pin2 ejerza su maximo efecto
hemolitico, razén por la cual Pin2 [14aa] presentd valores de indice terapéutico de 16.7 para la

inhibicién de E. cw/ii ATCC 25922 y de 8.4 para la inhibicién S. aureus ATTC 25923.

067 pin2[14aa] . 077 Pin2[14aa] .

= E coli ATCC 25922

= S aweus ATCC 25923

* Pin2 [14aa) 1.56 M - Pin2 [14aa] 1.56 A
041 Pin? [142a] 3.12 pM Pin2 [14aa] 3.12 pA
Pin2 [142a] 6.25 pM Pin2 [14aa] 6.25 pM
e  Pin2[14aa] 12.5 p\

D.0.595nm
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Pin2 [17aa] 3.12 pM

+  Pin2 [17aa) 6.25 pM
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Figura 36. Ensayos de inhibicién del crecimiento de E. coli ATCC 25922 y S. aureus ATCC 25923 en
presencia de diferentes concentraciones de las variantes cortas de Pin2 (37°C; DOsos nm). Las barras

representan la desviacion estandar.

5.4.4. Estimacion de la estructura secundaria de las variantes cortas de Pin2 mediante
espectroscopia de Dicroismo Circular (DC) y modelos estructurales

Para determinar el grado de estructura secundaria de las variantes Pin2 [14aa] y Pin2 [17aa] se realizaron
experimentos de dicrofsmo circular. Los espectros de DC fueron obtenidos en un espectropolarimetro

Jasco J-725 (Jasco, Japon). Los ensayos fueron realizados desde 260-190 nm en 60% de triflouroetanol
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(TFE), pH 7.1 a temperatura ambiente (25°C), utilizando una celda de cuarzo de 1 mm y los datos

fueron colectados a una velocidad de 100 nm/min.

1004
B.

804

" Pin2 60 = Pin2
& in2

PinZ [] v  Pin2 [17aa)
40

% de Hemolisis
% de Hemolisis

T T T T | —= T T T |
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Concentracion [puM] Concentracion [uM]

Figura 37. Ensayos de actividad hemolitica de las variantes cortas de Pin2. A. Pin2 [14aa] y Pin2 [17aa]
B. Realizado en placas de 96 pozos contra eritrocitos humanos (1x10? EH/mL, incubacién 1 h a 37 °C).

La concentracién de los diferentes péptidos fue de 40 ng/mlL. Como se obsetva en la figura 38A el
péptido Pin2 [14aa] presenta una estructura alfa-helicoidal con la sefiales caracteristicas a 208 y 222 nm,
mientras que el péptido Pin2 [17aa] presenta un perfil de DC correspondiente a la ausencia de
estructura (Figura 38B). Los valores promedio de tres corridas individuales de DC fueron utilizados
para determinar el porcentaje de contenido de alfa-hélice presente en los péptidos mediante el uso del
software K2d (Andrade ¢7 a/., 1993; Merelo ez al., 1994), resultando en un 100% de estructura alfa-hélice
para el péptido Pin2 [14aa] y solo un 28% para Pin2 [17aa]. Por otro lado, se realizaron los modelos
estructurales de las variantes con la ayuda de servidor I-TASSER
(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/), y optimizandolos, en una caja de agua de 10A3,
con ayuda de paquete para modelado molecular Maestro version para uso académico
(http:/ /www.schrodinger.com), posteriormente los modelos fueron minimizados utilizando PELE
(Protein Energy Landscape Exploration, Botrelli e 4/, 2005) a una temperatura hipotética de 5,000°C.
Como se ilustra en la figura 38C los modelos estructurales correlacionan en gran medida con los datos
obtenidos de los experimentos de DC, observandose el bajo grado de conformacion secundaria del

péptido Pin2 [17aa], el cual no presentd ningin efecto hemolitico, pero a su vez su actividad
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antimicrobiana fue muy baja, confirmando que una disminucién en el porcentaje de estructura
disminuye el efecto hemolitico, pero a su vez indica que para el disefio de nuevas variantes deberd
tenerse mayor cuidado de no disminuir el porcentaje de estructura a niveles que no permitan conservar
la actividad antimicrobiana. La variante Pin2 [14aa], con la presencia de Glicina en su regiéon central,
mantuvo una actividad antimicrobiana en el mismo rango que el péptido parental contra E. cw/i ATCC
25922, pero menor en el caso de S. awreus ATTC 25923, sin duda, el resultado mas relevante fue la
disminucién de la actividad hemolitica en esta variante. Por lo que Pin2 [14aa] podria utilizarse como
andamiaje para nuevos disefios, dado que es una molécula pequefia y su costo de sintesis quimica se

reduce comparado con el péptido parental Pin2.
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Figura 38. Experimentos de Dicroismo Circular y modelos estructurales de las variantes cortas de Pin2.
A. Pin2 [14aa], B. Pin2 [17aa] y C. modelos estructurales de las variantes generados con I-TASSER
(http:/ /zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/), optimizados y preparados en MAESTRO vy
minimizado con PELE.

Dentro de las posibles alternativas para mejorar las caracteristicas es este péptido se comprenderia la

sintesis quimica de analogos con D-aminoacidos para favorecer su estabilidad a la degradacion

proteolitica (Besalle ¢ a4/, 1990; Hamamoto et al, 2002), o la insercién de beta-aminoacidos, que
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presentan dos carbonos entre el extremo carboxilo y el extremo amino permitiendo la unién del grupo
R al segundo carbono (beta), que le otorga conformaciones estructurales diferentes a los péptidos
compuestos por estas moléculas (Epand e al., 2004; Godballe ¢z al., 2011; Porter e al., 2000), ademas de
la posible insercion de peptoides, moléculas que presentan el grupo R unido a la amina en lugar del
carbono alfa, razén por la cual también son resistentes a la accion de proteasas (Brogden y Brogden,
2011; Rotem y Mor, 2009; Som ez al., 2008). Generando moléculas que mantengan las propiedades

biolégicas de Pin2 [14aa] pero mejorando su estabilidad.
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6. Conclusiones

El trabajo realizado compara las actividades biologicas de péptidos antibidticos con dos andamiajes
estructurales diferentes; por un lado los péptidos con estructura alfa-helicoidal y por el otro, los
péptidos compuestos por hebras beta antiparalelas con la presencia de multiples puentes disulfuro.
Respecto a los péptidos con estructura alfa-lineal, se generaron variantes de la secuencia del peptido
antimicrobiano y hemolitico Pin2, con sustituciones en el residuo Prolina 14, con la finalidad de reducir
su actividad hemolitica. El cambio de la P14 por los motivos [GVG] 6 [GPG] permitié disminuir el
perfil hemolitico del péptido parental Pin2, sin alterar su actividad antimicrobiana en gran medida,
observandose mayores indices terapéuticos en estas variantes y comprobando la importancia del motivo
generado por la Prolina como modulador de las actividades hemoliticas en este tipo de péptidos
antimicrobianos. La inserciéon de estos motivos estructurales disminuyé a la vez pardmetros
fisicoquimicos y estructurales como la anfipaticidad, la hidrofobicidad, la flexibilidad y la propensién a
adoptar una conformacién alfa-helicoidal, relacionados con la modulacién de la actividad hemolitica de
los péptidos antimicrobianos. Sin embargo, no se logrd abatir por completo el efecto hemolitico, los
datos experimentales indican la importancia de la primer Glicina del triplete para la disminucién de la
actividad hemolitica dado que las variante Pin2 [P14GV] no present6 una diferencia estadisticamente
significativa respecto a la hemolisis generada por la variante Pin2 [P14GVG], pero su actividad
hemolitica fue ligeramente mayor a la de la variante Pin2 [P14GPG]J. La Prolina es un aminoacido con
un indice de hidropaticidad menor (-1.6) al de la Valina (4.2), de acuerdo con la escala de Kyte y
Doolitle (1982), por lo que una perspectiva para el disefio de nuevas variantes que permitan abatir en
mayor grado la actividad hemolitica de Pin2 serfa integrar el motivo GXG, donde X corresponderia a
un aminoacido mas hidrofilico como Arginina (-4.5), Asparagina (-3.5), Glutamina (-3.5) o Lisina (-3.9),
que modificarfan la hidrofobicidad global, principal parimetro para la insercién no selectiva en

membranas celulares, pero no para la interaccion con los lipopolisacaridos de las membranas
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bacterianas y su insercién selectiva en la membrana (Dathe y Wieprecht, 1999; Yeaman y Yount, 2003).
Con ayuda de los parametros fisicoquimicos que resultaron de mayor peso para modular la actividad
hemolitica de Pin2 (flexibilidad, hidrofobicidad y anfipaticidad), ademas de las sustituciones de la P14
por Glicina, que permitié aumentar la actividad antimicrobiana y hemolitica de Pin2, y por el triplete
GPG que logré disminuir la hemolisis en un 70% sin afectar la actividad antimicrobiana, se generaron
dos nuevas variantes, en donde aunado a los parimetros anteriores, se increment6 la carga neta del
péptido y se disminuyé el nimero de aminoacidos. La variante o nuevo péptido antimicrobiano de 14
aminodacidos, con la presencia de Glicina en su regién central, mantuvo una actividad antimicrobiana en
el mismo rango que el péptido parental Pin2, sin embargo, la actividad hemolitica se disminuyé
ampliamente. Por otro lado la variante de 17 aminoacidos con la presencia del triplete GPG en su
regioén central disminuyd su actividad antimicrobiana, pero a su vez ningin efecto hemolitico fue
observado en los rangos de concentraciéon probados. Con los resultados obtenidos de las variantes
cortas de Pin2, se comprob6 la importancia de la hidrofobicidad y la anfipaticidad como herramientas
para el disefio de nuevos péptidos, ademas de que la disminucién en el nimero de aminoacidos reduce
los costos de produccién de estos péptidos. Una perspectiva desprendida de estos resultados
comprenderia la sintesis quimica de analogos con D-aminoacidos para favorecer su estabilidad a la
posible degradacién proteolitica (Besalle ef a/., 1990; Hamamoto e al., 2000), o la insercidén de beta-
aminodacidos, que presentan dos carbonos entre el extremo carboxilo y el extremo amino permitiendo la
unién del grupo R al segundo carbono (beta), otorgandole resistencia a la accién de proteasas a los
péptidos compuestos por estas moléculas (Epand ez al., 2004; Godballe ¢z al., 2011; Porter et al., 2000),
ademas de la posible insercién de peptoides, moléculas que presentan el grupo R unido a la amina en
lugar del carbono alfa, razén por la cual también son resistentes a la accién de proteasas (Brogden y
Brogden, 2011; Lienkamp e# a/., 2011; Rotem y Mor; Som ¢t al., 2008). En lo referente a los péptidos

con una conformacién compuesta de hebras beta estabilizadas por multiples puentes disulfuro, se
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evaluaron péptidos de origen humano pertenecientes a la familia de las beta-Defensinas, estas
moléculas se expresan de manera soluble en los diferentes organismos y ademas de su actividad
antimicrobiana y antiviral, estos péptidos pueden estimular al sistema inmune mediante el reclutamiento
de células de defensa como neutréfilos y macréfagos, sin presentar actividades toxicas. En este trabajo
se caracterizaron dos péptidos pertenecientes a esta familia la beta-Defensina 11 (hBD11) de origen
humano y la hBDcon originada de la secuencia consenso resultante del alineamiento de todas las beta-
Defensinas humanas reportadas. Ambos péptidos no presentaron actividades hemoliticas contra EH,
mientras que en los ensayos de inhibicién del crecimiento bacteriano por el método de difusion estos
péptidos presentaron actividades entre 12-25 pM, mientras que en los ensayos de inhibicién del
crecimiento bacteriano por el método de dilucién la hBD11 sélo presentd una actividad bacteriostatica
contra E. /i y una CMI contra S. aurens de 100 uM. Por su parte la hBDcon, a pesar de no mantener el
patrén de puentes disulfuro clisico de las beta-Defensinas, mantiene actividades antimicrobianas en
rangos similares a los observados contra bacterias Gram negativas, como E. co/, con las variantes alfa-
lineales caracterizadas en este trabajo, sin presentar ningtin efecto téxico contra EH, por lo que este
péptido podtia ser un candidato potencial para desarrollar una aplicacién terapéutica en el futuro.
Como una perspectiva desprendida de estos resultados se plantea la evaluaciéon de la actividad
inmunomoduladora de la hBDcon, actividad que aunada a su actividad antimicrobiana aumentatia el
potencial para el desarrollo de formulaciones antibacteriales con base en hBDcon. La secuencia de 32
aminoacidos de la hBDcon es la mas corta reportada para un péptido tipo Defensina de origen
humano, sin embargo, su costo de sintesis quimica sigue siendo elevado comparado con algunos
péptidos alfa lineales reportados con secuencias entre 12-17 aminoacidos con actividades similares, por
lo que setfa importante establecer las condiciones para su expresion de manera recombinante.

Los datos sobre estructura obtenida por RMN indican que la hBDcon presenta un motivo alfa-

helicoidal en su regién amino terminal al igual que la beta-Defensina humana 3, se ha reportado que
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este motivo estructural presenta actividad antimicrobiana por si mismo, por lo que otra posible
alternativa para continuar con el estudio de la hBDcon comprenderfa la sintesis quimica de este
segmento alfa-helicoidal y su caracterizacién como agente antimicrobiano (Hoover 7 /., 2003). Hasta el
momento no existe mucha informaciéon reportada sobre como modular parametros fisicoquimicos en
los péptidos con andamiajes estructurales del tipo beta-Defensina, pero por su parte, los resultados
experimentales obtenidos de la caracterizacién de variantes alfa helicoidales generadas a partir de la
secuencia de la Pandinina 2 en este trabajo, sugieren que este tipo de péptidos permiten la
modificacién y evaluacién de los efectos de parametros fisicoquimicos y estructurales, de una manera
mas sencilla, por lo que representan una alternativa para la realizacién de nuevos diseflos que permitan

mejorar el potencial de estas moléculas como agentes terapéuticos.
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NEXOS

ANEXO 1. PEPTIDOS DE ORIGEN HUMANOS CON ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA.

Tipo Clave Nombre Secuencia Aminoacidos PD Carga Actividad
a-Defensinas AP00176 HNP-1 ACYCRIPACIAGERRYGTCIYQGRLWAFCC 30 3 +3 Gram+ & Gram-, Virus, Hongos, Células de Cancer
AP00177 HNP-2 CYCRIPACIAGERRYGTCIYQGRLWAFCC 29 3 +3 Gram+ & Gram-, Virus, Hongos, Células de Cancer
AP00178 HPN-3 DCYCRIPACIAGERRYGTCIYQGRLWAFCC 30 3 +2 Gram+ & Gram-, Virus, Hongos, Células de Cancer
AP00179 HPN-4 VCSCRLVFCRRTELRVGNCLIGGVSFTYCCTRVD 33 3 +4 Gram+ & Gram-, Hongos
AP00180 HD-5 QARATCYCRTGRCATRESLSGVCEISGRLYRLCCR 35 3 +5 Gram+ & Gram-, Hongos
AP00181 HD-6 STRAFTCHCRRSCYSTEYSYGTCTVMGINHRFCCL 35 3 +5 Gram+ & Gram-, Hongos
B-Defensinas AP00451 HBD-1 DHYNCVSSGGQCLYSACPIFTKIQGTCYRGKAKCCK 36 3 +5 Gram+ & Gram-
AP00524 HBD-2 GIGDPVTCLKSGAICHPVFCPRRYKQIGTCGLPGTKCCKKP 4 3 +7 Gram+ & Gram-
AP00283 HBD-3 GIINTLQKYYCRVRGGRCAVLSCLPKEEQIGKCSTRGRKCCRRKK 45 3 +11 Gram+ & Gram-
Histatinas AP00798 Histatina Humana 1 DSHEKRHHGYRRKFHEKHHSHREFPFYGDYGSNYLYDN 38 0 Hongos
AP00799 Histatina Humana 2 RKFHEKHHSHREFPFYGDYGSNYLYDN 27 0 Hongos
AP00520 Histatina Humana 3 DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGYRSNYLYDN 32 +12 Gram+ & Gram-, Hongos
AP00800 Histatina Humana 4 RKFHEKHHSHRGYRSNYLYDN 21 0 Hongos
AP00505 Histatina Humana 5 DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGY 24 +12 Gram+ & Gram-, Hongos
AP00801 Histatina Humana 6 DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGYR 25 0 Hongos
AP00523 Histatina Humana 8 KFHEKHHSHRGY 12 +6 Gram+ & Gram-, Hongos
Catelicidinas AP00310 Catelicidina Humana LL-37 LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES 37 +6 Gram+ & Gram-, Virus
AP00309 KS-27 (sintética de LL-37) KSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPR 27 +6 Gram+ & Gram-
AP00624 ALL-38 (sintética de LL-37) ALLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES 38 0 Gram+ & Gram-
AP00625 KR-20 (sintética de LL-37) KRIVQRIKDFLRNLVPRTES 20 0 Gram+ & Gram-
AP00626 KS-30 (sintética de LL-37) KSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES 30 0 Gram+ & Gram-
AP00627 RK-31 (sintética de LL-37) RKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES 30 0 Gram+ & Gram-
AP00628 LL-23 (sintética de LL-37) LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQR 23 0 Gram+ & Gram-
AP00629 LL-29 (sintética de LL-37) LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLR 29 0 Gram+ & Gram-
AP00707 LLAA (sintética de LL-37) RLFDKIRQVIRKF 14 0 Gram-
AP00708 FK-13 (sintética de LL-37) FKRIVQRIKDFLR 13 0 Gram- & Células de Cancer
Otros AP00432 LLP Humana LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES 37 +6 Gram+ & Gram-, Virus
AP00431 LLP1 Humana KSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPR 27 +6 Gram+ & Gram-
AP00433 Dermicidina (DCD-1) Humana ALLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES 38 0 Gram+ & Gram-
AP00503 P-113D Humana KRIVQRIKDFLRNLVPRTES 20 0 Gram+ & Gram-
AP00504 MUC7 20-Mer Humana KSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES 30 0 Gram+ & Gram-
AP00509 Calcitermina Humana RKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES 30 0 Gram+ & Gram-
AP00765 Salvic Humana LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQR 23 0 Gram+ & Gram-
AP00811 LEAP-2 Humana LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLR 29 0 Gram+ & Gram-
AP00192 Hepcidina 20 Humana RLFDKIRQVIRKF 14 0 Gram-
AP00193 LEAP-1 (Hepcidina 25) Humana FKRIVQRIKDFLR 13 0 Gram- & Células de Céncer

Las secuencias y propiedades de los diferentes péptidos antimicrobianos se obtuvieron de la APD (http://aps.unmc.edu/AP/main.php)
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ANEXO 2. ALINEAMIENTO DE LAS SECUENCIAS REPORTADAS PARA BETA-DEFENSINAS HUMANAS.

hBD-1 ................. DHYNCVS--SGGQCLYSACPIFTKIQ----GTCY-RGKAKCCK. . .. .. . . ...36

hBD-2 . - .. .GIGDPVTCLK--SGAICHPVFCPRRYKQI----GTCG-LPGTKCCKKP. .

hBD-3 ........... GIINTLQOKYYCRV--RGGRCAVLSCLPKEEQI-

hBD-4 .............. EFELDRICG--YGTARCRK-KCRSQEYRI-

hBD-5 ...GLDFSQPFPSGEFAVCESCK--LGRGKCRK-ECLENEKPD-

hBD-6 ................ FFDEKCNK--LKGTCKN-NCGKNEELI----ALC--QKSLKCCRTIQPCGSIID............

hBD-7 .. ATHRALISKRMEGHCEA-ECLTFEVKI----GGCRAELAPFCCKNR. ... ..0utituinnnennnn

hBD-8 ...t KFKEICE--RPNGSCRD-FCLETEIHV----GRC--LNSQPCCLPL. .« vttt vuunnrrnnnnnn

hBD-9 . . RGDLGPVEGHCLN--LSGVCRRDVCKVVEDQI----GAC--RRRMKCCRTWWILMPIPTPLIM. . cee

hBD-11 ................... RECRI--GNGQCKN-QCHENEIRI----AYCI-RPGTHCCLOQ.............uoun.n.

hBD-12 TEKISTARSEGHHITFSRWKSCTA--IGGRCKN-QCDDSEFRI----SYCA-RPTTHCCVTECDPTDPNNWIPKDSVGTQEWYPKDSRH. . oot vviunnenennn 81

hBD-14

hBD-18 . .

hBD-19 ............... KRHILRCMG--NSGICRA-SCKKNEQPY----LYC--RNCQSCCLQSYMRISISGKEENTDWSYEKQWPRLP . . oo vt ievnnennnnnn 63

hBD-20 ...eiiiiiiiiii .. VECWM---DGHCRL-LCKDGEDSI----IRC--RNRKRCCVPSRYLTIQPVTIHGILGWTTPQMSTTAPKMKTNITNR. ... ...... 68

hBD-21 ..o VMKCWG--KSGRCRT-TCKESEVYY----ILC--KTEAKCCVDPKYVPVKPKLTDTNTSLESTSAV. . .ttt ittt i iiieanenns 57

hBD-23 ... GTQRCWN--LYGKCRY-RCSKKERVY----VYC--INNKMCCVKP----—--—-. KYQ--—-PKERWWPF............. ... 47

hBD-25 «...SFEPQKCWK-NNVGHCRR-RCLDTERYI----LLC--RNKLSCCISIISHEYTRRPAFPVIHLEDITLDYSDVDSFTGSPVSMLNDLITFDTTKFGETMTPETNTPETTMPPSEATTPETTMPPSETATSETMPPPSQTALTHN. . ..o v v vt iiin e ns 136
hBD-26 . . ... .NWYVKKCLN--DVGICKK-KCKPEEMHVKNGWAMCG--KQRDCCVPADRRANY PVFCVQTKTTRISTVTATTATTTLMMT TASMSSMAPTPVSPTG. . . .91
hBD-27 . . .. .EQLKKCWNNYVQGHCRK-ICRVNEVPE----ALC--ENGRYCCLNIKELEACKKITKPPRPKPATLALTLODYVTIIENFPSLKTQST

hBD-28 -IGC--LSGKLCCANDEEEKKHVSFKKPHQHSGEKLS-VLQDYIIL----PTITIFTV

hBD-29 -QKC KMKKCCVGPKVVKLIKNYLQYGTPNVLNEDVQEMLKPAKNSSAVIQRKHILSVLPQIKSTSFFANTNEVIIPNATPMNSATISTMTPGQITYTATSTKSNTKESRDSATASPPPAPPPPNIL. . .153
hBD-30 ............. GVIPGQKQCIALK--GVCRDKLCSTLDDTI----GIC--NEGKKCCRRWWILEPYPTPVPKGKSP..... 57

hBD-31 ...viiiiiinn... ISNDECPS--EYYHCRL-KCNADEHAI----RYC--ADFSICCKLKIIEIDGOKKW. .......... 48

hBD-32 ......... GGSKCVSNTPGYCR---—--— TC----CHWGETAL----FMCNA--SRKCCISYSFLPKPDLPQLIGNHWQSRRRNTQRKDKKQQTTVTS. .. ...... 73

Hbd-33 .............. AVKDTYSCFIMR--GKCRH-ECHDFEKPI----GFCTKL--NANCYM. .. .......oiiiianann

hBD-34 .GINSLSSEMHKKCYKN---GICRL-ECYESEMLV----AYCMF--QLECCVKGNPAP......

hBD-35 .GPNVYIQKIFASCWRL--QGTCRP-KCLKNEQYR----ILCDTI--HLCCVNPKYLPILTGK

hBD-36 eee .MFGNDGVKVRTCTSQK--AVCFF-GCPPGYRWI~----AFCHNI--LSCCKNMTRFQPPQAKDPWVH .

ConsSenso ................. KKCW-N-G-GRCRKK-CKENEKPI----GYC--RNGKKCCVN. ....................

Las secuencias de las beta-Defensinas 1-31 se obtuvieron de Pazgier et al., 2006 y Schutte et al., 2002, las secuencias de las beta-Defensinas 32-36 se obtuvieron de la base de
datos UniProtKB/Swiss-Prot (http://www.ebi.ac.uk/uniprot/). Las secuencias resaltadas en azul corresponden a las beta-Defensinas caracterizadas experimentalmente y las
secuencias resaltadas en rojo corresponden a las beta-Defensinas estudiadas en este trabajo.
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ANEXO 3. INDICES DE HIDROPATICIDAD Y FLEXIBILIDAD PARA LOS 20 L-
AMINOACIDOS.

Aminoacido  Codigo de una letra Indice de hidropaticidadt Indice de flexibilidad#

Alanina A 1.8 0.36
Arginina R -4.5 0.53
Asparagina N -3.5 0.46
Aspartato D -3.5 0.51
Cisteina C -3.5 0.35
Glutamato E -3.5 0.50
Glicina G -0.4 0.54
Histidina H -3.2 0.32
Isolueucina 1 4.5 0.46
Lueucina L 3.8 0.37
Metionina M 1.9 0.30
Fenilalanina F 2.8 0.31
Prolina P -1.6 0.51
Serina S -0.8 0.51
Treonina T -0.7 0.44
Glutamina Q 3.5 0.49
Lisina K -3.9 0.47
Triptofano W -0.9 0.31
Tirosina Y -1.3 0.42
Valina A% 4.2 0.39

1 Kyte y Doolittle, 1982/F Bhaskaran y Ponnuswamy, 1988
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A.nexo 4. NUCLEOS ACTIVOS COMUNMENTE UTILIZADOS PARA EL ESTUDIO DE
PROTEINAS POR RMN.

Nucleo Espin nuclear Abundancia natural (%) Region de normal (ppm)
H Y2 99.99 10:0
13C Y2 1.10 220:0
BN -2 0.37 130:0
BE Y2 100.0 0:-250
ip Y2 100.0 100:-100

del Rio-Portilla, 2003.
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8. ANEXOS

Asexo 5. INDICADORES DE ATOMOS PARA LOS VEINTE L-AMINOACIDOS (IUPAC) (MatKley et ., 1998)
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ANEXO 6.

ESTRUCTURAS RESUELTAS PARA DEFENSINAS DE DIVERSAS FUENTES.



Defensinas de vertebrados

%?%’”

MMMW muamm MN hD-5 Homo Saplens
Humano
mnmzmo

1y

nunmw mumm RK-1 Oryctolagus cunculus
Conejo

mnrmn momm PD8 ID: 1ZMP

mnvm PD8 ID: 2EWS

mnm

Beta-Defensinas de mamiferos

hB8D-1 Homo Soplens h80-2 Homo hBD-3 Homo Saplens
Humano Humano Humano
PDB ID: 1UV PDB ID: 1E4Q POS8 1D: 16
4
N
munxmnu m,,u_m mB0-8 Mus musculus
Murino
mlrnul munm PDB ID: 1E4R

Beta-Defensinas de aves Tipo-Defensinas mamifero

DLP-1 Ornithorhynchus enatinus
Ornitorrinco
POB 1D: 188W

Theta-Defensina de mamifero
N
DLP-2 Ornithorhynchus anatinus

Ornitorrinco

POB ID: 1068
€ RTD-1 Mocaco mulatto

Mono
ol POB ID: 1HVZ Unicamente

Alfa-Defensings de mamiferos: Son péptides catidnicos conformados por tres hebras beta

antiparalelas, estabilizadas por tres puentes disulfuro, con un patrén de unidn Cys1-Cys6/Cys2-

Cys4/Cys3-CysS. hND-2 [1ZMH] Xie et ol., 2005; hND-3 [1DFN] HIll et o, 1991; hAND-4 [1ZMM]

Szyk et al,, 2006; ws(mns:ytnd,m mlmmwnu.mm
McManus et

estabilizadas por tres puentes disulfuro, con un patrén de unién Cys1-CysS/Cys2-Cysd/Cys3-Cys6 , que pueden

contener un motivo alfa-hélice en su regidn amino terminal. hBD-1 [11V] Schibli et al., 2002; h8D-2 [1£4Q] Baver

«-L.wox,bm(msdumu 2002; BNBD-12 [1BN8] Zimmermann et ol., 1995; m8D-7 [1€4T] Baver et ol
mBO-8 [1E

: Son péptidos catiénicos conformados por tres hebras beta antiparalelas;

Mono presenta  una beta antiparalelas, estabilizadas por tres
circular formada por dos disulfuro, con un patrén de
mmmm anién Cys1-Cyss/Cys2- ¥

terminal. DLP-1 [188W] Torres et al.,|

l’”:hl’-lllm 7““!.‘w.

Defensinas de invertebrados Defensinas de plantas
Defensinas de Insecto Defensinas de moluscos Defensinas de hongos Defensinas de plantas
¢ <
N
c
N »
< L :“ N (4
ARD-1 Archoeoprepona demophon  DEF-1 Anopheles gamble  Hellomicina Heliothis virescens MGD-1 Mytilus c:,,., gigad for mwmmm mxmm nn—xmw u
Mariposa Polilla del Tabaco Aimeja del Mediterrineo Ostra del Pacifico Hongo Taza de Ebano pbrer
P08 I0: 1022 PD8 ID: 2NY8 PDBID: 112U POB ID: 1FIN PDB 1D: 2868 08 ;857 POB ID; 18K8 mnmm mvuuu
& Defensinas grandes Defensings de moluscos: presentan
nes N una conformacién formada por dos
< c hebras  beta  antiparalelas,
estabilizadas por dos o tres puentes
disulfuro y un marcado motivo aifa-
hélice en su regidén amino terminal.
MGD-1 [1FIM] Yang et of., 2000 y
\ —
.‘é conformacién formada por dos
Phormicina W Sarcophage N - m:wm
peregrina estabilizadas por dos o tres puentes mxmm
Protophorma terroenovae Mosca de s Come Termicina mw:mm disulfuro y un marcado motivo alfs- Chicharo de Jardin
Moscardén Negro; PDB ID: 1ICA PD8 ID: 1L4V L e . o Cangrelo Mponds hélice en su regién amino terminal. PDB ID: UKZ Mlo 1AY)
Y z Termita; POB 1D: IMMO PDB ID: 2RNG Plectasina [3E7U] Mandal et al.,
L2009,
Defensinas de Insecto: Son péptidos catinicos conformados por dos o tres hebras beta antiparalelas, catidnicos alslados de moluscos y estructura estd wmmmmmwmmmmﬁuﬁu
estabilizadas por tres puentes disulfuro, con un patrén de unién Cys1-Cysd/Cys2-CysS/Cys3-Cys6 y un| conformada por dominios con dos hebras beta antiparalelas y un marcado motivo alfa-hélice, cada establlizadas por tres © cuatro puentes disulfuro, con un patrén de unién que varian
marcado motivo alfa-hélice en su regidn amino terminal. ARD-1 [1022] Landon et al., 2003; DEF-1. uno, Sin embargo, sélo el dominio carboxilo terminal esta establiizado por tres puentes disulfuro, con péptido y un marcado motivo m-mmmmmm(m]rmnn
[2NY8] Landon et ok, 2008; Hellomicina [112U] Lamberty et al., 2001; Phormicina [1ICA] Cornet et al. un patrdn de unidn Cys1-CysS/Cys2-Cysd/Cys3-Cysé, como en las beta-Defensinas de mamifero, 1999; NaD-1 [1MRA] Lay et ol., 2003; PhD-1 [IN4N] Janssen et ol., 2003; PSD-1 [LIKZ] Almeida et ol.
1535 Sanceed [1LAV] Hanuwd elal 90y Temeea NN Qabia st al 2002
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Anexo 7. CONTRIBUCIONES EN CONGRESOS NACIONALES E

INTERNACIONALES.
Congresos nacionales:

1. Rodriguez, A., Aguilar, E., Villegas, E. and Corzo, G. (2009). Proline substitution reduces
the hemolytic activity of a short antimicrobial peptide. Presentaciéon en cartel. Tercer
Simposio Mexicano de Espectrometria de Masas, Proteémica Celular y Molecular. (San

Luis Potosi, S.L.P., México).

2. Carmona, G., Rodriguez, A., Rodriguez, C.I., Corzo, G. y Villegas, E. (2009). D-Pin2 un
péptido catiénico alfa hélice con D-aminodcidos. Presentacion en cartel. Segunda

Reunién Regional en Ciencias Microbioldgicas. (H. Puebla de Zaragoza, Puebla, México).

3. Rodriguez, A., Villegas E., y Corzo, G. (2010). Sustituciones de prolina reducen la
actividad hemolitica de péptidos antimicrobianos a-lineales. Presentacion oral. XXVIII

Congreso Nacional de Bioquimica. (Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, México).

Congresos Internacionales:

1. Rodriguez, A., Aguilar, E., Villegas, E. and Corzo, G. (2009). The relevance of a proline
substitution in an antimicrobial peptide towards toxicity to Gram positive bacteria. Oral
communication. XVI World Congress of the International Society on Toxinology and X

Congtresso da Sociedade Brasileira de Toxinologia (Recife-Pernambuco, Brazil).
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Carmona, G., Rodriguez, A., Gutiérrez, C., Corzo, G. and Villegas, E. (2010). Biological
enhancemets of an antimicrobial peptide substituted with D-aminoacids. Oral
communication. 10* Meeting of the PanAmerican Section of the International Society on

Toxinology. (San José, Costa Rica).

Rodriguez, A., Aguilar, E., Villegas, E. and Corzo, G. (2010). Proline substitution reduces
the hemolytic activity of a short antimicrobial peptide. Poster presentation. 9t

International Meeting of Experts in Venomous Animals Poisoning. (Cuernavaca, Morelos,

México).

Garcia, F., Villegas, E., Espino-Solis, G. P., Rodriguez, A., Paniagua-Solis, J., Possani, L.
D., Sandoval, G. and Corzo, G. (2012). Antimicrobial peptides from arachnid venoms and
their biological activity in the presence of commercial antibiotics. Oral communication.
17th World Congress of the International Society on Toxinology & Venom Week 2012,

4th International Scientific Symposium on All Things Venomous. Toxicon. 60,110.

Juarez-Lépez, D., Corzo, G., Rodriguez, A. and Villegas, E. (2012). Biological features of
an enantiomeric antimicrobial peptide from scorpion venom. Poster presentation. 17th
World Congress of the International Society on Toxinology & Venom Week 2012, 4th

International Scientific Symposium on All Things Venomous. Toxicon. 60,188.
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Abstract Four variants of the highly hemolytic antimi-
crobial peptide Pin2 were chemically synthesized with the
aim to investigate the role of the proline residue in this
peptide, by replacing it with the motif glycine-valine-gly-
cine [GVG], which was found to confer low hemolytic
activity in a spider antimicrobial peptide. The proline res-
idue in position 14 of Pin2 was substituted by [V], [GV],
[VG] and [GVG]. Only the peptide variant with the proline
substituted for [GVG] was less hemolytic compared to that
of all other variants. The peptide variant [GVG] kept its
antimicrobial activity in Muller-Hilton agar diffusion
assays, whereas the other three variants were less effective.
However, all Pin2 antimicrobial peptide variants, were
active when challenged against a Gram-positive bacteria in
Muller-Hilton broth assays suggesting that chemical
properties of the antimicrobial peptides such as hydro-
phobicity is an important indication for antimicrobial
activity in semi-solid environments.
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Abbreviations

CD Circular dichroism

OD Optical density

Oxki2 Oxypinin 2

Pin2 Pandinin 2

TFA Trifluoroacetic acid

TFE Trifluoroethanol

MIC Minimum inhibitory concentration

Introduction

Amphipathic and cationic o-helical peptides are broadly
found in animals as part of their biological defense system
(Andreu and Rivas 1998). A large number of amphiphilic
and cationic peptides have been characterized in inverte-
brates, especially from the phyla Arthropoda, and in ver-
tebrates from the class Amphibia. Short linear cationic
peptides with o-helical conformation share some common
characteristics such as antimicrobial activities at low
micromolar concentrations and o-helix formation in
hydrophobic environments (Andreu and Rivas 1998).
Pandinin 2 (Pin2) is a 24 mer o-helical antimicrobial
peptide from the venom of the African scorpion Pandinus
imperator. This peptide has antimicrobial activities
towards Gram-positive and Gram-negative bacteria in the
micromolar range; however, it shows hemolytic activity at
similar concentrations (Corzo et al. 2001). High-resolution
structure of Pin2 determined by NMR showed that the
peptide is essentially «-helical with a kink in the middle of
the structure. The proline kink is a structural characteristic
of some pore-forming peptides that confer a high pore-
forming ability to antimicrobial peptides. Clear examples

@ Springer



62

A. Rodriguez et al.

Table 1 Amino acid sequences of Pin2, Pin2 variants, Oxki2 and ponericin G1

Peptide Amino acid sequence Mass (Da) Hydrophobicity Elution
(GRAVY)? time (min)®

Pin2 FWGALAKGALKLIPSLFSSFSKKD 2,612.1 0.329 38

Pin2 [P14V] FWGALAKGALKLIVSLFSSFSKKD 2,614.1 0.571 49

Pin2 [P14GV] FWGALAKGALKLIGVSLFSSFSKKD 2,671.1 0.532 41

Pin2 [P14VG] FWGALAKGALKLIVGSLFSSFSKKD 2,671.1 0.532 46

Pin2 [P14GVG] FWGALAKGALKLIGVGSLFSSFSKKD 27282 0.496 37
Ponericin G1 GWKDWAKKAGGWLKKKGPGMAKAALKAAMQ 3,212.9 —0.683 ND
Oxki2b GKFSGFAKILKSIAKFFKGVGKVRKQFKEASDLDKNQ 4,146.8 —0.546 ND

ND Not determined

? The GRAVY (Grand Average of Hydropathy) value for a peptide or protein is calculated as the sum of hydropathy values (Kyte and Doolittle
1982) of all the amino acids, divided by the number of residues in the sequence

® Elution times under the HPLC conditions of Fig. 1

of such peptides are mellitin, alamethicin and pardaxin. In
these peptides the presence of a proline was correlated to a
high antimicrobial activity; nevertheless, these antimicro-
bial peptides also show high hemolytic activities (Dempsey
et al. 1991; Thennarasu and Nagaraj 1996; Oren and Shai
1997; Dathe et al. 1998). Structural substitutions of proline
in the amino acid sequence of these peptides had different
effects. For example, substitutions of the P14 for alanine in
the antimicrobial peptides mellitin and pardaxin increase
their hemolytic and antimicrobial activities, respectively,
as result of an increment in the helicity of their analogs
(Dempsey et al. 1991). On the other hand, cationic anti-
microbial peptides such as oxypinins from the wolf spider
(Oxyopes takiobus) and ponericins G1 from the ponerin ant
(Pachycondyla goeldii) showed antimicrobial activities
with low cytotoxic effects towards erythrocytes (Orivel
et al. 2001; Corzo et al. 2002). These peptides have a
different amino acid motif in the middle of their primary
structures. For example, oxypinin 2 has a GVG motif and
ponericin G has glycine residues flanking the central pro-
line, that is, has the GPG motif (Table 1). Moreover,
cecropin and melittin synthetic hybrids in which the proline
of melittin was changed by glycine or was flanked by the
same residues showed no hemolytic activities related to the
parental peptides and others in which the proline remains
present (Shin et al. 1999). Therefore, it was hypothesized
that the proline residue (P14) at the center of the structure
of Pin2 is responsible for such activity. Based on low
hemolytic activity shown by two o-helical peptides from
the venom of the spider O. takiobus and P. goeldii, syn-
thetic variants of Pin2 were constructed with the aim of
decreasing its hemolytic activity. The antimicrobial spider
peptide Oxki2 has a GVG motif and the antimicrobial
ponericin has a GPG motif in the middle of their structure.
These natural analogs prompt us to design a low hemolytic
peptide with a GVG motif. Therefore, four variants P14V,
P14VG, P14GV and P14GVG were chemically synthesized

@ Springer

and assayed. In this work, we report the chemical and
biological characteristics of such Pin2 variants.

Materials and methods
Microorganisms

Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus subtilis
ATCC 6633, Listeria monocytogenes ATCC 7644, Esche-
richia coli ATCC 25922 and Salmonella typhi ATCC 6399
were purchased directly from the American Type Culture
Collection through The Global Bioresource Center™ by
UNAM. The strains Streptococcus agalactiae and Shigella
flexneri were a donation from a local clinic and identified
in our laboratory.

Peptide synthesis of Pin2 variants

Pin2 and its variants were chemically synthesized by a
solid-phase method using the Fmoc methodology on an
Applied Biosystems 433A peptide synthesizer. Fmoc-
GIn(tBu)-PEG resin (Watanabe Ltd., Hiroshima, Japan)
was used to provide a free carboxyl group at the C-termi-
nus of Pin2 and its variants. Cleavage and deprotection of
peptide resins were performed using a chemical mixture
composed of 1 g crystalline phenol, 0.2 g imidazole, 1 ml
thioanisol, 0.5 ml 1,2-ethanedithiol in 20 ml trifluoroacetic
acid (TFA). The resin was removed by filtration, and the
deprotected peptides in solution were precipitated using
cold ethyl ether. The precipitated peptide was washed
twice with cold diethyl ether to remove remaining scav-
engers and protecting groups. The crude synthetic peptide
was then dissolved in a 25% aqueous acetonitrile solution
and separated by reverse-phase HPLC on a semipreparative
Cig column (10 x 250 mm, Nacalai Tesque, Japan).
Cation exchange chromatography and C;g analytical
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reverse-phase HPLC were further used to purify the syn-
thetic peptides. The structural identities of the synthetic
peptides were verified by automatic Edman degradation
and mass spectrometry using a Finnigan LCQPY® elec-
trospray ionization ion trap mass spectrometer (San Jose,
CA, USA).

Circular dichroism (CD) measurements

Circular dichroism spectra were obtained on a Jasco J-725
spectropolarimeter (Jasco, Japan). The spectra were mea-
sured from 260 to 190 nm in 60% trifluoroethanol (TFE), pH
7.1 at room temperature, with a 1 mm path-length cell. Data
were collected at 0.1 nm with a scan rate of 100 nm/min and
a time constant of 0.5 s. The concentration of the peptides
was 40 pg/ml. Data were the average of three separate
recordings. Percentages of «-helix content were calculated
from the spectra using the software CDNN, v. 2.1 (Bohm
et al. 1992).

Antimicrobial and hemolytic assays

Minimal inhibitory concentrations (MIC) and growth
inhibition curves were obtained using pure peptides.
Briefly, the inoculums were prepared from fresh bacteria
cultures. The minimum inhibitory concentration (MIC)
values were defined as the lowest concentration of peptide
at which 100% growth inhibition was observed. The cell
count for each bacteria tested was 1.2 x 10® CFU/ml in
Mueller-Hilton agar according to the Clinical and Labo-
ratory Standards Institute (CLSI, http://www.clsi.org) rec-
ommendations. Serial dilutions of peptides were arranged
at concentrations of 9.4, 18.8, 37.5, 75, 150 and 300 pM.

For growth curves, the final volume in each vial was
200 pl and the cell count was 1 x 10° CFU/ml for
S. aureus at the initial time. Serial dilutions of peptides
were arranged, and an aliquot of cell suspension was added
to each vial. The final peptide concentration ranged from
0.39, 0.78, 1.56, 3.13, 6.25 and 12.5 uM. The optical
density (OD) of each vial was measured at 625 nm in an
ELISA reader (BioRad, model 450, Hercules, CA, USA).
The positive control contained only the bacterial suspen-
sion, and the negative control contained only sterile culture
medium.

Hemolytic activity was determined by incubating sus-
pensions of human red blood cells with serial dilutions of
each selected peptides. Red blood cells were rinsed several
times in PBS by centrifugation for 3 min at 3,000g until the
OD of the supernatant reached the OD of the control (PBS
only). Red blood cells were counted by an hematocytom-
eter and adjusted ca to 7.7 x 10° £ 0.3 x 10° cells/ml.
Red blood cells were then incubated at room temperature
for 1 h in 10% Triton X-100 (positive control), in PBS

(blank), or with amphipathic peptides at concentrations of
0.39,0.78, 1.6, 3.1, 6.2, 12.5 and 25 puM. The samples were
then centrifuged at 10,000g for 5 min, the supernatant was
separated from the pellet, and its absorbance measured at
570 nm. The relative optical density compared to that of
the suspension treated with 10% Triton X-100 defined the
percentage of hemolysis.

Statistical analysis

The last significant difference method was used to deter-
mine whether statistically significant differences occurred
among the mean values obtained. The hemolysis constants
(ICsp) were obtained using a non-linear regression where
the data was fit the Boltzmann sigmoidal equation using the
software package Prism 4 (GraphPad, Inc.).

Results
Peptide synthesis of Pin2 variants

Chemical synthesis of Pin2 and Pin2 variants was per-
formed in 0.1 mmol Fmoc chemistry. The theoretical yield
for 0.1 mmol peptidyl resin was 260 mg of crude synthetic
peptide. Pin2 and Pin2 variants were purified by reverse-
phase HPLC (rpHPLC) as describe in “Material and
methods”. The final yields after chromatographic purifi-
cation of Pin2 variants were 40, 38, 36, 36 and 34% for
Pin2, P14 [V], P14 [VG], P14 [GV] and P14 [GV(@],
respectively. Since a proline residue was substituted from
the original amino acid sequence, the chromatographic
elution times were different (Fig. 1). All Pin2 variants
eluted at close retention times, and before 60% acetonitrile
(solvent B) was reached under the HPLC conditions
already described. All purified Pin2 variants were proved to
have the expected molecular masses. For instance, the
experimental versus the theoretical masses expected were
2,612.1/2,612.0 for the native Pin2, 2,614.1/2,614.1 for P14
[VI], 2,671.1/2,671.0 for P14 [VG], 2,671.1/2,671.0 for P14
[GV], and 2,728.2/2,729.0 for P14 [GVG], respectively.
With all five chemically synthesized peptides structural
analyses as well as antimicrobial and hemolytic experi-
ments were performed.

Secondary structure

The CD spectra of Pin2 variants were compared. The
secondary structure analysis was performed using CD
spectral data from 190 to 260 nm. Pandinin 2 and Pandinin
2 variants showed an unordered structure in aqueous
solution (data not shown). However, in the presence of
60% TFE, the CD spectra of all peptides changed
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Fig. 1 Elution times of Pin2 and its variants. The peptides (10 nmol
each) were fractionated using a reverse-phase analytical C;g column
(5C1gMS, 4.6 x 250 mm) equilibrated in 15% acetonitrile containing
0.1% TFA for 5 min, and eluted with a linear gradient of acetonitrile
from 15 to 60% in 0.1% TFA, run for 45 min (1%B/min) at a flow
rate of 1 ml/min

dramatically and indicated a more ordered structure with a
minimum ellipticity at 208 and 222 nm (Fig. 2). These data
are consistent with formation of a «-helix in aqueous TFE
or in a membrane-mimetic environment, as observed pre-
viously with other amphipathic antimicrobial peptides
(Mor et al. 1991; Wong et al. 1997; Batista et al. 1999;
Amiche et al. 2000).

Antimicrobial activity
Growth in solid culture medium

In solid culture media (agar), the antimicrobial activity of
Pin2 and Pin2 variants were tested against the Gram-
positive bacteria Bacillus subtilis, Streptococcus agalacti-
ae, Staphylococcus aureus and Listeria monocytogenes.
They were also tested against the Gram-negative bacteria
Shigella flexneri, Escherichia coli and Salmonella typhi.
Table 2 shows the minimum inhibitory concentration
according to the Clinical and Laboratory Standards Insti-
tute (CLSI). Under our bioassay conditions, Pin2 displayed
strong activity, with few variations between the target
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Fig. 2 Circular dichroism spectra of Pin2 and its variants in 60%
TFE. The concentration of the peptides was 670 pg/ml. The alpha-
helical values of the parental peptide Pin2 and the Pin2 variants were
more than 98%. Data is the average of three separate recordings

microorganisms. Pandinin 2 variants had weak activity
against all bacteria tested except the variant Pin2 [GVG],
which showed clear activity against all bacteria tested.
Indeed, Pandinin 2 was almost twice more active against
S. aureus, S. agalactiae, L. monocytogenes and E. coli than
Pin2 [GVG].

Growth in liquid culture medium

In liquid culture media, the antimicrobial activity of Pin2 and
Pin2 variants were tested only against S. aureus. This Gram-
positive bacterium is one of the main concerns in several
topical infections. The growth of S. aureus was observed
under serial dilutions of all antimicrobial peptides from 0.4 to
12.5 pM. Figure 3a shows only the growth curves of S. aureus
under 12.5 pM for each Pin2 variants. Under our bioassay
conditions, Pin2 and all Pin2 variants displayed strong activity
against this pathogenic bacterium, with few variations. An
unexpected result was the variant Pin2 [ V], which did not have
antimicrobial properties at concentrations higher than
300 UM in solid agar media, but it has comparable activity to
all Pin2 variants at 12.5 pM. These results show that amino
acid modification at the proline position is irrelevant for the
antibiotic activity towards S. aureus.

Hemolytic assays

Assays of Pin2 and Pin2 variants on human erythrocytes
showed that Pin2 had the highest hemolytic activity of all
of them, with 91% hemolysis observed at 25 pM for Pin2
but only 52% for Pin2 [GVG] at a similar concentration
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Table 2 Minimum inhibitory concentrations of Pin2 and Pin2 variants

Strain Gram (%) Minimum inhibitory concentrations (LM)
Pin2 P14V P14GV P14VG P14GVG
S. aureus ATCC 25923 + 37.5 NA 300 300 75.0
B. subtillis ATCC 6633 + 37.5 NA 300 300 37.5
S. agalactiae + 18.8 NA 300 300 37.5
L. monocytogenes ATCC 7644 + 18.8 NA 300 300 37.5
E. coli ATCC 25922 - 18.8 NA 300 300 37.5
S. flexeri - 37.5 NA 300 300 37.5
S. typhi ATCC 6399 - 37.5 NA 300 300 37.5
NA No antimicrobial activity
£ 31 A x No peptide g§nerated (Fig. fl).'First,'both helical Wheels of Pin2 and
£ l o Pin2 Pin2 [V] l9ok similar with the exception Fhat the hydro-
8 goo- 1 l a Pin2 [P14V] phobic residue Val replaces the hydrophilic residue Pro.
2 v Pin2 [P14GV] This replacement introduces a hydrophobic moiety in the
g l o Pin2 [P14VG] hydrophilic face of Pin2 (left side of the helical wheel);
; 0.1 ° Pin2 [P14GVG] therefore, it could be observed that such substitution
'%_ " : ; increases the hydrophobic section in Pin2 [V], which is
oo 8 = i § : correlated with its low diffusion in agar media. On the
0 2 Tim: ) 6 8 other hand, looking at helical wheel of the Pin2 variant
[GVG], it could be observed that the hydrophilic part of
1001 g - this peptide (left sid'e)’ has been crowded with hydrophob%c
; i residues. However, it is also observed that the hydrophobic
g 757 % : :Z::; E::l:\é]\/] face (right side of the helical wheel) has been disrupted
o { o Pin2 [P14VG] because of the inclusion of hydrophilic residues such Gly15
= 501 i o Pin2 [P14GVG] and Serl7. Moreover, other residues such Ser23 and Ser20
E i } in such hydrophobic face may also balance the amphipathic
T 25 y I properties of Pin2 [GVG]. Such equilibrium between the

o!é.....

0 5 10 15 20 25
Concentration (uM)

Fig. 3 Biological activity of Pin2 and Pin2 variants. a Antimicrobial
activity was assayed using S. aureus. The concentration of peptides
used was 12.5 pM. b Hemolytic activity was measured using human
red blood cells. Data are the average of at least four independent
experiments. Error bars represent the standard deviations

(Fig. 3b). Similarly, the variant Pin2 [GV] had lower
hemolytic activity compared to the more hydrophobic
variants Pin2 [V] and [VG]. Moreover, it can be observed
that the difference in hemolysis between the parental
peptide Pin2 and its variants is conserved from 0.78 to
25 pM; that is, the cell membrane disruption of such
peptides seems to be unaffected by the peptide
concentration.

Helical wheel projections

To understand schematically the amino acid substitutions
in Pin2, helical projections of Pin2 and Pin2 variants were

left and right side of the helical wheel seems to improve
the antimicrobial activity of Pin2 [GVG] as observed in
Table 2. In a quantitative basis the grand average of
hydropathy (GRAVY) values of the hydrophobic face of
Pin2 (FLLLAWIAFLSKFD) and Pin2 [GVG] (FLLGAW-
IASL-FSSK) were 1.61 and 1.25, respectively (Fig. 4).
Therefore, Pin2 [GVG] is less hydrophobic than the parental
Pin2 as observed in Fig. 1. Finally, the peptide variants [VG]
and [GV] as well as the variant [GVG] also introduce
hydrophilic residues in the right side of the helical wheel with
the exemption that the variant [VG] has a hydrophobic
neighbor Phe21 besides the par Ile13Vall4, which make it a
little more hydrophobic than that of [GV].

Discussion

Proline residues can be found frequently at the midpoint
regions of o-helical components of trans-membrane pro-
teins, where it shows a significant concentration in the
central part of the amino acid sequence of trans-membrane
o-helices, and it is often found prior to glycine residues
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Fig. 4 Helical wheel diagrams of Pin2 and Pin2 variants. Helical wheels were prepared by the software Helical Wheel Projections; wheel.pl,
v 1.3 (Zidovetzki et al. 2003). The hydrophobic, hydrophilic and neutral residues are colored in black, gray and white, respectively

(Sansom 1992; Bywater et al. 2001). Due to steric hin-
drance and the loss of hydrogen bonds, the proline residue
introduces a region of flexibility in the trans-membrane
structure, which is sometimes increased by the presence of
glycine residues; therefore, the high frequency of proline
residues in this kind of proteins implicates important
structural and functional roles (Cordes et al. 2002). Similar
to trans-membrane o-helices, proline plays an important
role in the biological activity of the amphipathic and cat-
ionic a-helical peptides. Both the chemical synthesis and
the purification of Pin2 and Pin2 variants showed different
chemical properties of proline substitution by the residues
[V], [GV], [VG] and [GVG] in Pin2. According to the
elution times under reverse-phase HPLC, the proline sub-
stitution by [V] produces a more hydrophobic peptide. This
result was expected because valine is a more hydrophobic
residue than proline; however, the addition of a glycine
residue to form Pin2 [VG] and Pin2 [GV] produces a less
hydrophobic antimicrobial Pin2. Although the theoretical

@ Springer

GRAVY Index of Pin2 [VG] and Pin2 [GV] are the same,
experimentally the hydrophobicity of Pin2 [VG] is higher
than that of Pin2 [GV] because the existence of a hydro-
phobic patch formed by residues 113V 14 is formed in Pin2
[VG] (Fig. 4). Indeed, only the parental Pin2 and the var-
iant [GVG] have hydrophilic clusters constituted by
G3P14S21 and G3Gl14S21 in Pin2 and Pin2 [GVG],
respectively (Fig. 4). The proline substitution by [GVG] re-
established the ratio between the hydrophilicity and
hydrophobicity in Pin2 [GVG]. The hydrophobicity of Pin2
and Pin2 variants are correlated to their biological activities
in the agar diffusion assays because the more hydrophobic
variants [V], [GV] and [VG] had lower antimicrobial
properties than that of the less hydrophobic Pin2 and Pin2
[GVG]. In other words, Pin2 [V], [VG] and [GV] were less
active in solid culture assays, and only the variant Pin2
[GVG] had important biological activity. Although all four
variants conserved their secondary structure, the peptide
Pin2 [V] showed no antimicrobial activity against any
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Table 3 Therapeutic index of Pin2 and Pin2 variants for S. aureus

Peptide Hemolysis (ICs0)* MIC (diffusion assay)® MIC (dilution assay) Therapeutic Therapeutic
index” index®

Pin2 3.3 (1.9-4.6) 37.5 12.5 0.09 0.26

Pin2 [P14V] 6.4 (0.0-13.2) NA 12.5 - 0.51

Pin2 [P14GV] 9.3 (0.1-18.5) 300 12.5 0.03 0.74

Pin2 [P14VG] 8.8 (2.2-15.4) 300 12.5 0.03 0.70

Pin2 [P14GVG] 11.5 (8.4-14.6) 375 12.5 0.3 0.92

NA No antimicrobial activity

# Mean and 95% confidence intervals

b Therapeutic index represents ICso (hemolysis)/MIC (diffusion assay)

¢ Therapeutic index represents ICsy (hemolysis)/MIC (dilution assay)

bacteria used under the agar diffusion assay. Such result
may be related to the hydrophobicity of Pin2 [V]. The
unexpected lack of activity of Pin 2 [V] and the low
activity of Pin2 [VG] and [GV] may be due to its limited
diffusion through the agar media primarily because of the
hydrophobic nature of such peptide. Similar results were
observed for Nisin an antimicrobial peptide produced by
Lactococcus lactis (Chandrapati and O’Sullivan 1998).
Usually, a major limitation of plate diffusion assays is that
antibiotic diffusion through agar media is proportional to
its concentration only over a limited linear range, and such
antibiotic levels should be restricted to this range. Beyond
this range, the zone diameters cannot be accurately related
directly to the concentration of such antibiotics (Chandra-
pati and O’Sullivan 1998). In the liquid culture medium all
five peptides kept their antimicrobial properties. There
were no significant differences (p < 0.05) in the biological
activity among all five peptides towards S. aureus
(Fig. 3a). The MIC of Pin2 and Pin2 variants in the liquid
culture medium was similar because they all had the same
value; so, this data is valuable because one of the main
potential applications of antimicrobial peptides is on topi-
cal infections, which develop in semi-solid environments
such skin wounds where peptide diffusion plays an
important role. Therefore, for topical clinical applications,
the MIC values of plate diffusion assays offer advantages
over that of MIC values in the liquid culture medium.

Concerning the hemolytic activities, the peptide variant
P14 [GVG] had the lowest hemolytic activity of all five
antimicrobial peptides. Such results are probably related to
the composition of the cellular membrane. Eukaryotic
membrane cells are more enriched in neutral phospholipids
and cholesterol than bacterial membranes, which had a
significant proportion of acidic phospholipids such phos-
phatidic acids.

The therapeutic index defined as the relationship
between the hemolysis and the MIC values of all antimi-
crobial peptides was better for the variant Pin2 [GVG]
(Table 3). Therefore, modifications of the proline residue

for other amino acid motifs could be one way to improve
the therapeutic index of highly hemolytic antimicrobial
peptides.

Structures involving two helices separated by a flexible
hinge region or a kink in the chain associated with a proline
were reported for melittin (Bazzo et al. 1988), caerin 1.1
(Wong et al. 1997), sarcotoxin IA (Iwai et al. 1993), or
cecropin A (Holak et al. 1988). Contrary to such antimi-
crobial peptides, Pin2 has a strongly basic C-terminal
linked to a neutral N-terminal by a rigid proline link. The
overall structure deduced by NMR for Pin2 is also two
amphipathic segments joined by the proline hinge (Corzo
et al. 2001). Therefore, the purpose of this work was to
replace such proline for a more flexible hinge such GV, VG
or GVG similar to the flexible Gly-Val and Gly-Pro hinges
found in other natural antimicrobial peptides such oxypi-
nins, ponericins and cecropins. Here, we found that the
proline is an essential residue in this peptide, but it can be
substituted successfully with amino acid residues that
maintain the hydrophobic/hydrophilic characteristics of the
peptide as well as its secondary structure keeping the range
in antimicrobial activity and reducing its hemolytic prop-
erties compared with the parental Pin2 antimicrobial
peptide.
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