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K(l cloruro de potasio
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ml mililitros

mM milimolar
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nm nanometros

nM nanomolar
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Phe (F) fenilalanina

Pro (P) prolina

Ser (8) serina

SUv vesiculas unilamelares pequeiias
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Thr (T) treonina
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RESUMEN

En los ultimos 20 afios se han aislado una serie de péptidos
antimicrobianos provenientes de diversos organismos, tanto vertebrados como
invertebrados. Dichos péptidos son interesantes desde el punto de vista
inmunolégico, clinico y para el estudio de la relacién estructura-funcion de
proteinas. Muchas de estas moléculas se han obtenido de la hemolinfa de
organismos del Phylum Arthropoda. En el laboratorio analizamos la
posibilidad de que este tipo de péptidos se encontrara en el veneno del alacran
excavador Hadrurus aztecus. Logramos aislar, de especimenes no infectados
experimentalmente, un péptido de 41 aminoécidos de cardcter basico, al cual
denominamos Hadrurina, y que demostro tener actividad tdxica contra una
serie de bacterias dentro del rango micromolar, asi como una importante
actividad citolitica. Esto hace suponer que podria servir como elemento de
ataque y defensa de este artropodo contra su presa y MIicroorganismos
invasores. Este péptido, cuya estructura predicha es alfa helicoidal, fue
sintetizado quimicamente, y su actividad bactericida fue esencialmente
idéntica a la del nativo, comprobandose la autenticidad del hallazgo. La
Hadrurina muestra similitudes en cuanto a su estructura primaria con péptidos
antimicrobianos de organismos muy distantes evolutivamente, lo que
demuestra la aparicion temprana y conservacion de estas moléculas en el
reino animal. Finalmente, un estudio de permeabilidad realizado en liposomas
de diferente composicién mostro que este péptido es capaz de permeabilizar
tanto membranas cargadas. negativamente como de caracter zwitterionico, en
el mismo rango de concentraciones en que se presenta la actividad toxica, con
lo que se comprueba su baja selectividad, y que el blanco de este péptido, al
igual que el de la mayoria de las moléculas de este tipo, es la membrana
plasmatica. Se proponen una serie de modificaciones con el fin de aumentar la
preferencia de la Hadrurina hacia membranas bacterianas.
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INTRODUCCION
I. GENERALIDADES

Todos los organismos pluricelulares son atacados constantemente durante su ciclo vital por
una gran variedad de microorganismos patogenos, ya sean virus, bacterias, protozoarios, u
hongos. En respuesta a estas infecciones se han desarrollado mecanismos de defensa que
han permitido la permanencia y evolucién de los sistemas eucariotes. Dichos mecanismos
pueden ser divididos, de manera general, en inmunidad adaptativa, representada por el
sistema de las inmunoglobulinas , que tiene las caracteristicas de especificidad y memoria;
e inmunidad innata. que desata un respuesta poco especifica pero inmediata en el
organismo y que le permite retrasar o evitar el crecimiento microbiano antes de que el
sistema adaptativo pueda ser movilizado (Boman, 1995). Este tipo de respuesta es inherente
a cualquier organismo no unicelular, mientras que el primero sélo se encuentra en
vertebrados.

La inmunidad innata empez6 a ser estudiada hasta hace pocos afios, y fue a partir de dos
lineas distintas de investigacion. por un lado la de los mecanismos por los cuales la
hemolinfa de insectos libre de células mata a las bacterias (Steiner ez a/, 1981), y por otro la
de los mecanismos por los que las células fagociticas de mamifero matan a las bacterias
dentro de las vacuolas (Selsted e a/. 1985), que fueron descubiertas las primeras
moléculas conocidas ahora genéricamente como péptidos antimicrobianos. Desde entonces
se han aislado una gran variedad de péptidos con esta propiedad. la mayoria de ellos de
artropodos, anfibios, plantas y mamiferos (revisado en Cociancich et a/, 1994; Barra y
Simmaco, 1995 Broekaert er al, 1995: Ganz y Lehrer. 1998). Asimismo, su papel
funcionat in vivo ha quedado bien establecido en algunos casos, tanto en insectos (Lemaitre
et al, 1995, 1996; Braun et al, 1998) como en mamiferos (Goldman et a/, 1997).

Estas moléculas son posiblemente las barreras primarias de defensa mas primitivas v
representan un componente tanto constitutivo como inducible de la inmunidad innata,
dependiendo del tejido, organismo o patdgeno (Lemaitre et al. 1997; Stolzenberg et al,
1997; Ferrandon et a/, 1998; Dimopouloser al, 1997, 1998). La mayor parte de ellas
comparten caracteristicas como la presencia de multiples residuos de lisina y arginina,
caricter anfipatico, y tamafio de entre 2 y 5 kDa, por lo que se producen por el organismo
con un gasto minimo de energia y biomasa (Levashina et al, 1995). Su espectro de
actividad es muy amplio (bacterias, protozoarios, hongos) y trabajan localmente a altas
concentraciones (1-50 pM), por los que sus concentraciones minimas inhibitorias (MIC)
son elevadas en comparacion con otros antibidticos (Maloy y Kari, 1995).

Sus efectos citotoxicos se anulan porque se almacenan en granulos y sélo se liberan en las
vacuolas de las células fagociticas, o bien porque sus precursores, de 2 a2 5 veces mas
grandes que las moléculas maduras, inactivan al péptido por la presencia de aminoécidos
acidos, contrarrestando sus cargas positivas. Empero, muchos de ellos pueden circular
libremente por el organismo, lo que indica su nula toxicidad hacia células eucariotes
(Lehrer y Ganz, 1990; Barra et al, 1998).

11




I1. CLASIFICACION DE LOS PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS

Actualmente se conocen mas de 140 moléculas de este tipo, las cuales de manera general
pueden dividirse, de acuerdo a sus caracteristicas estructurales, en cinco grandes grupos:
alfa helicoidales, con un puente disulfuro, con dos puentes disulfuro, con tres o cuatro
puentes disulfuro, y aquéllos que presentan abundancia de algn aminoacido,
particularmente prolina y triptofano. Se describen a continuacion los péptidos
pertenecientes a cada grupo. Algunas secuencias Yy estructuras representativas, asi como las
caracteristicas principales de cada tipo de péptido, se presentan en el apéndice.

Alfa helicoidales

Cecropinas (35 a 37 aa).- Fueron los primeros péptidos antimicrobianos aislados (Steiner
et al, 1981). Su nombre se debe a que fueron obtenidos inicialmente de la hemolinfa de
larvas infectadas experimentalmente de Hvalophora cecropia, aunque también se
encuentran en su matriz cuticular (Brey et al, 1993). Actualmente se conocen cerca de 20
isoformas, todas amidadas y toxicas para bacterias gram positivas vy gram negativas,
aisladas de diferentes insectos como Sarcophaga peregrina (Okada y Natori, 1985) y
Drosophila melanogaster . En estos organismos, por ejemplo, las cecropinas de tipo A son
idénticas a pesar de sélo conservar el 73% de su secuencia de DNA, por lo que debe haber
una fuerte presién de seleccién que conserva ciertas secuencias en diferentes especies
(Boman er a/. 1991).

Se han encontrado ademas tres isoformas en el tunicado Snela clava (protocordado
marino) llamadas styelinas (Lee et a/ ,1997b: Zhao er al, 1997), y otra en mamifero (ver
mas adelante).

La estructura de algunas de ellas, como la Cecropina A, se ha resuelto mediante resonancia
magnética nuclear, en ambientes que promueven la formacion de puentes de hidrégeno
intramoleculares, como mezclas de trifluoroetanol (TFE)-agua. La estructura consiste en
una hélice N-terminal anfipatica de 20 residuos, una region flexible debida a la presencia de
un tripeptido Ala-Gly-Pro, y una hélice C-terminal hidrofébica de 10 residuos
aproximadamente (Holak ef a/, 1988). La flexibilidad central de estos péptidos y otros
como melitina y pardaxina (ver mas adelante para su descripcion) es importante para su
actividad antibacteriana. Este doblez de entre 20 y 30 grados, inducido por el residuo de
prolina, posiblemente facilita la insercién de las regiones hidrofébicas del péptido a su
blanco (Christensen et al, 1988; Fink et al, 1989),

Los isomeros D son 100% activos, lo cual se ha probado tanto para Cec D (Fink et af,
1989), como para Cec A (Wade e al, 1990).

Los residuos conservados de las cecropinas son el Trp 2, el cual es muy importante para la
actividad (Andreu er al, 1985); las Lys en las posiciones 7,8y 9, y la Argen 18,

Andropina (34 aa).- Es un péptido que se aislé de fluido seminal de D. melanogaster, y el
gen que la codifica se induce por copula. Ataca bacterias gram-positivas. En la proyeccion
de las hélices se muestran cuatro residuos negativos, lo cual es elevado para un peptido de
este tipo (Samakovlis et al, 1991).
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Magaininas (21-26 aa).- Se encuentran en la piel y estomago de la rana Xenopus leavis
(Zasloff, 1987; Moore et al, 1991). Esta familia de péptidos est4 formada por la magainina
1 'y 2, PGLa, xenopsina, levitidina, y caeruleina. Su actividad en bacterias gram negativas
es casi 10 veces menor que la de las cecropinas (Bevins et al, 1990; Bessalle et al, 1990)

La estructura de magainina 2 en ambientes membranales es de una hélice anfipatica, sin
una region intermedia flexible como la presentada por las cecropinas (Marion et al, 1988
Bechinger et al, 1993). El isoémero D es 100% activo (Wade et al, 1990)

Su potencia se incrementa cuando el péptido se amida, se sustituyen los residuos negativos
por Ala, o se estabiliza la hélice reemplazando las Gly por Ala.

Por otro lado, la delecién de la Lys 4 disminuye su actividad, asi como la introduccién de
Pro en posiciones intermedias (10 u 11) (revisado en Maloy y Kari, 1995).

Clavaninas (23 aa).- De Stvela clava, el urocordado solitario del cual también se aislaron
los homologos de cecropinas ya descritos, se aislaron cuatro péptidos denominados de esta
manera, activos contra bacterias gram positivas y negativas. Tienen una ligera similitud con
las magaininas, aunque en las primeras muchos Je los residuos positivos son His (Lee et al.
1997a).

Lycotoxinas (25 y 27 aa).- Del veneno de la arafia Lycosa carolinensis se obtuvieron estos
dos péptidos con una cierta similitud con magainina, ¥ que atacan bacterias gram positivas
y gram negativas. La lycotoxina I produce 50% de hemolisis a una concentracion de 200
UM (Yan y Adams, 1998).

Dermaseptinas (24-34 aa).- Estos péptidos se han dividido en dos grupos. Uno de ellos se
deriva de la piel de la rana Phvilomedusa sauvagei. Se han encontrado 5 isoformas
conteniendo entre 3 v 6 Lys, con identidades entre 53 y 94%, v que actian
sinergisticamente, mejorando hasta 100 veces su actividad en comparacion con los péptidos
actuando individualmente.

La isoforma | (Dmsl) ataca bacterias, levadura, protozoarios. y hongos (dspergillus sp.,
induciendo alteraciones morfogénicas), con MICs tan bajas como 5 pM. Este péptido tiene
un dominio de hélice anfipatica de 1-27 y otro hidrofilico de 28 a 34, sin estructura regular.
El primer dominio (hasta el aminoacido 18) es suficiente para mostrar actividad
antibacteriana (Mor et a/, 1991; 1994a-d).

El segundo grupo, llamado dermaseptinas B, se obtuvo de la rana Phyllomedusa bicolor, y
comprende 6 péptidos amidados, con identidades entre 33 y 62%, y compartiendo con el
primer grupo la conservacién de un residuo de Trp en la posicion 3, y la ausencia de
residuos de Cys, Arg, ni Tyr (Charpentier ez al, 1998).

Del pez Pleuronectes americanus se aislé la pleurocidina, de 25 aa, con ciertos residuos
similares a las dermaseptinas (Cole ez al, 1997)

Caerinas (23-25 aa).- Son siete péptidos derivados de piel de ranas del género Litoria sp.,
activos contra bacterias gram positivas y gram negativas. Presentan un motivo Pro-Xaa3-
Pro a mitad de la secuencia, lo que hace que su conformacién helicoidal adopte en esta
region un doblez que separa a dos hélices anfipaticas, con la segunda cambiada de
orientacion 140° con respecto a la primera (Steinborner et af, 1997, Wong et al, 1997).
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Misgurina (21 aa).- Aislado dei pez Misgurnus anguillicaudarus, este péptido con cinco
residuos de Arg y cyatro de Lys. sin homologia con ningiin otro descrito, es seis veces mas

et al, 1997).

BMAP 27 y 28 (péptidos antimicrobianos mieloides de bovino).- Atacan bacterias gram
positivas y negativas en un rango de 0.25-4 uM, una de las concentraciones mas bajas
reportadas para péptidos alfa helicoidales (Skerlavaj er al, 1996).

LL 37.- Es un péptido de humano, activo contra bacterias gram positivas y gram negativas,
expresado constitutivamente en granulocitos y testiculo, y por induccién en lesiones de la
piel como psoriasis (Frohm et af, 1997).

Péptidos con un puente disulfuro

Bactenecina (12 aa).- Es el peptido antimicrobiano mas pequetio conocido. Se aislé de
neutréfilos de bovino. Cuenta con cuatro residuos de Arg y dos de Cys que, al estar unidos

El resto de este tipo de péptidos son derivados de piel de rana, y se pueden dividir €n cuatro
grupos:

1} Brevininas 1 (20-24 aa), que comprende a la Br] (Mortkawa et af, 1992}, 1E (Simmaco
et al, 1994), ranalexina (Clark et al, 1994), y gaegurinas 5 y 6 (Park ez al, 1994),

2) Brevininas 2 (29-34 aa), que comprende a la Br? (Morikawa et al, 1992), gaegurinas 1-
3 (Park er al, 1994) Y rugosinas A y B (Suzuki er al, 1995).

3) Esculentina 1 (46 aa) (Simmaco et al, 1994).

4) Esculentinas 2 (37 aa) que comprende a la esculentina 2 (Simmaco e al, 1994),
gaegurina 4 (Park er al, 1994) y rugosina C (Suzuki er al, 1995).

Estos péptidos, Cuyo espectro antibacteriano abarca bacterias gram positivas y gram
negativas, se caracterizan por tener 2 residuos de Cys en las posiciones | y 7 contadas a
partir del C-terminal, formando un motivo que se conoce como “caja rana”. Estos
aminoécidos forman un puente disulfuro que se puede reducir sin afectar la actividad
antibacteriana. Sin embargo, la ausencia de la dltima cisteina si es critica para ésta,
posiblemente por la disminucién de interacciones hidrofébicas,

Por lo que respecta al extremo N-terminal, éste es altamente variable en secuencia y
tamatio, aunque hay un cierto consenso de los algoritmos de prediccion de estructura en que
sea helicoidal (Clark et a/, 1994)

De este grupo se ha resuelto Ia estructura de la ranalexina, que muestra up alfa hélice
anfipatica bien definida de los residuos 8 a 17, con asas en los €xtremos amino y carboxilo
(Vignal et al, 1998)
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Péptidos con dos puentes disulfuro

Taquiplesinas (17-18 aa).- Se derivan del cangrejo Tachypleus tridentatus, un gran
artropodo marino que desde hace mas de 30 afios ha sido objeto de atencién debido a que
su sistema de coagulacion provee un sistema hipersensitivo para la deteccién de
lipopolisacaridos (LPS) bacterianos. Debido a su tamafio se pueden obtener numerosos
hemocitos, lo que condujo al aislamiento de las taquiplesinas (Nakamura er al, 1988); estos
péptidos amidados presentan dos motivos hydrofob-cys-hydrofob-cys-arg, que junto con el
resto de la secuencia forman una hoja beta antiparalela con una vuelta beta de tipo Il y dos
puentes disulfuro en conexién 1-4 y 2-3, que rigidizan la cadena (Kawano er al, 1990;
Matsuzaki et al, 1991).

Estos péptidos atacan bacterias gram positivas y gram negativas. La taquiplesina I es
hemolitica a concentraciones entre 50-100 UM (Ehret er al, 1996)

IbAMPs (peptidos antimicrobianos de la planta Impatiens balsamina) (20 aa).- Es una
familia de 4 péptidos con actividad antifungica y antibacteriana. Forma dos parches
hidrofilicos con la Arg 4, 5, 18, y 13, 14, separados por un parche hidrofobico formado con
los residuos Trp 9, Val 17 y Trp 19, y 4 Cys. La disposicion de sus residuos de Cys es
Cysl1-Cys2-8Xaa-Cys3-3Xaa-Cysd, en conexién 1-3 y 2-4 (Patel er al, 1998)

MBPI (proteina basica de maiz 1) (33 aa).- Es derivada de las semillas de esta planta. Es
antibacteriana y antifingica. Tiene cuatro Cys agrupadas en dos motivos con disposicion
Cys-3Xaa-Cys. (Duvick er a/, 1992)

Péptidos con tres o cuatro puentes disulfuro

Defensinas de insecto (39-43 aa).- Con este nombre se designan a cerca de 30 péptidos
aislados de una variedad de insectos (revisado en Hoffmann y Hetru, 1992), con excepcién
de 6rdenes antiguos como Ortoptera (grillos, saltamontes), o Dictyoptera (cucarachas) (s6lo
se ha encontrado una en larvas del alado primitivo Aeschna cvanea) (Bulet et al, 1992). Sin
embargo, si se han podido aislar de ardcnidos (alacranes) (Cociancich et af, 1993; Ehret et
al, 1996) y moluscos (Hubert er a/, 1998). La primera defensina descubierta se denoming
sapecina, y fue aislada del medio de cultivo de la linea celular embridnica NIH-Sape-4 de
Sarcophaga peregrina (Matsuyama y Natori, 1988).

Estos péptidos, activos principalmente contra bacterias gram positivas, se sintetizan en los
trombocitoides, que son un tipo de células sanguineas, y en el cuerpo graso, una estructura
similar a una combinacién de higado y tejido adiposo (Hoffmann et al, 1996). Los péptidos
maduros se han encontrado en hemolinfa y en epitelio intestinal (Lehane er al , 1997).

En cuanto a su anfipaticidad, la sapecina, por ejemplo, presentan una regién hidrofébica
con los residuos de Ala 15,17 y 18, y las Leu 21 y 22, opuesto a una regién basica con las
Arg 23y 39 y la Lys 33 (Hanzawa et al, 1990).

Las principales diferencias entre las secuencias de las defensinas de insecto se encuentran
en el extremo N-terminal, aunque la defensina de jalea real, llamada royalisina, con 53 aa,
tiene una extension C-terminal anfipatica de 10 residuos (Hoffmann er al, 1992).
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La estructura tridimensional de la defensina A de Phormia terranovae, revel6 un motivo
alfa-beta estabilizado por cisteinas (CsoB), que consiste en un fragmento N-terminal alfa
helicoidal (anfipatico en el caso de las defensinas) conectado por dos puentes disulfuro con
una hoja beta plegada de dos hebras beta antiparalelas. Esta estructura se estabiliza atin mas
con la adicién de un tercer puente disulfuro. La secuencia consenso es Cysl...Cys2-3Xaa-
Cys3...Gly-Xaa-Cys4...Cys5-Xaa-Cys6; la Gly conservada permite un contacto intimo
entre la hoja plegada beta y el alfa hélice. La conectividad de los puentes disulfuro es 1-4,
2-5 y 3-6. La estructura puede presentar una tercer hebra beta en el N-terminal, asi como un
cuarto puente disulfuro que conecte los extremos amino y carboxilo (Comet et a/, 1995).
Este motivo estructural se presenta también en las tioninas gama y defensinas de plantas
(Bruix et al, 1993; Fant et al, 1998), las toxinas de alacran (Bontems ef al, 1991), y la
brazzeina, un péptido de 54 aa extraido de la planta Pentadiplandra brazzeana, con la
propiedad de ser 2000 veces mas dulce que el azicar (Caldwell et a/, 1998). A nivel de
secuencia, sin embargo, ninguna de estas clases de peptidos son similares entre si.

Defensinas de planta (45-54 aa).- Estos péptidos se agrupan de acuerdo a los efectos
morfogénicos causados al tratar, en concentraciones micromolares, hifas de hongos. Las
morfogénicas, como Rs-AFP1 (péptido antifingico de Raphanus sativus ), reducen la
elongacion de la hifa con un concomitante incremento en la ramificacion hifal, mientras
que las no morfogénicas, como Dm-AMP] (péptido antimicrobiano de dalia), sélo
disminuyen la extensién de la hifa (Osborn et al. 1995; Thevissen er al, 1996). Estos grupos
tienen distintos organismos blanco, y la mayor parte se obtuvieron a partir de células
periféricas de semillas, aunque se han encontrado también en organos florales de tabaco y
hojas de chicharo. Parece ser que su expresion es constitutiva (revisado en Broekaert er al.
1995).

Aunque los dos grupos difieren secuencialmente, en ambos se conservan todas las Cys, dos
Gly en las posiciones 13 y 34, un residuo aromatico en la 11, y un Glu en la 29, con
respecto a Rs-AFP1 (Broekaert er al, 1995). Su estructura tridimensional es semejante a la
de las defensinas de insecto, con una hebra beta extra en el €xtremo amino terminal, y un
cuarto puente disulfuro.

Las defensinas de plantas (en particular Rs-AFP1) son estructuralmente idénticas a otro
grupo de péptidos denominado gama-tioninas (1H y 1P), que no son antifiingicos,
posiblemente debido a que su distribucién de cargas en la estructura tridimensional es
completamente diferente (Bloch er al, 1998).

Se han dado razones a favor de la participacion de un receptor en la actividad de estas
moléculas, argumentando la supresién de la actividad mediante reduccién de los puentes
disulfuro, y la disminucién de la actividad de mutantes sitio-especificas, y debido a la
presencia de cationes divalentes (Thevissen et al, 1997). Sin embargo, las concentraciones
inhibitorias (1-10 uM) deberian ser mucho menores en caso de que existiera un receptor.
Las diferencias de actividad entre las mutantes tampoco son muy apreciables (una MIC
para Fusarium culmorum de 3 uM del péptido nativo, contra 42 UM +/-17 para la mutante
menos activa, Tyr 38 Gly) (De Samblanx et al, 1997); ademas, la reduccidn de puentes
disulfuro se ha hecho en alfa defensinas de mamifero, suprimiendo su actividad, pero no
atribuyéndola a la presencia de un receptor, sino a la perdida de su caracter anfipatico (Fujii
et al, 1993). Existen en general mas pruebas a favor de que las defensinas de plantas actdan
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desestabilizando la membrana, como la mayoria de los péptidos antimicrobianos
(Thevissen et al, 1996).

Tioninas beta (45 aa).- Se encuentran en el endospermo de la semilla, en raices, ¥ en hojas
etioladas o estresadas por patogenos de una gran variedad de plantas. Tienen tres puentes
disulfuro, y su estructura tridimensional puede ser representada como una molécula en
forma de L invertida. El brazo vertical consiste en un par de hélices antiparalelas, y el brazo
horizontal tiene una corta hoja beta antiparalela. Estas moléculas antifingicas interaccionan
electrostaticamente con los fosfolipidos de la membrana, incluyendo algunos que median la
transduccién de sefiales que provocan la salida de compuestos especificos y la activacion de
canales de calcio y enzimas especificas (Teeter et al, 1990).

Defensinas de mamifero. Existen dos grandes grupos:

Alfa defensinas (29-35 aa).- Se aislaron inicialmente de los granulos citoplasmicos de los
neutrofilos de conejo (Selsted er al, 1985), en donde se encontraron tres isoformas que solo
difieren en un aminoacido. Posteriormente se hallaron en neutrofilos de rata, conejo y cuyo.
en donde su expresion es constitutiva y regulada por el programa intrinseco de maduracion
de la célula. También se han aislado de macrofagos alveolares y de las células de Paneth
intestinales (Jones y Bevins, 1992), en donde son secretadas después de que las bacterias
entran al intestino o por estimulacion del sistema nervioso autonomo (revisado en Hancock,
1998)

Las alfa defensinas son més efectivas contra bacterias gram-positivas, y algunos péptidos
como HNP! son potentes quimiotacticos de monocitos, por lo que su secrecion podria
promover su reclutamiento en lesiones inflamadas o infectadas (Lehrer y Ganz, 1990;
Chertov et af, 1996).

Si se les reduce y carboximetila pierden su efecto antibacteriano, sin embargo, promueven
la fusién y lisis de liposomas cargados negativamente, aunque sufriendo cambios
conformacionales (Fujii ez al, 1993).

Son péptidos cuyas isoformas conservan todas las Cys, en conectividad 1-6, 2-4, 3-5, con
Cysl y Cys2 cerca del N-terminal, separados por un soio residuo, y donde la presencia de
argininas es mas acentuada que la de lisinas. Su carga neta va de +2 3 +3 para las
defensinas de humano (HNP 1-3) y de +5 a +9 para las de raton (NP 1-5). Esta propiedad
hace que las primeras sean dimeros y las segundas mondmeros en solucién, ya que aquéllas
presentan menos repulsiones electrostaticas.

La caracteristica estructural mas obvia del monémero es un par de hebras beta antiparalelas
ligadas por puentes de hidrégeno y conectadas por una vuelta corta para formar un pasador
beta. Este motivo estid formado por aproximadamente los Gltimos 1S5 residuos de la
secuencia. El par Cys3-CysS cierra este pasador. Una tercera hebra beta mas flexible,
situada en el amino terminal, se conecta con este motivo por medio de dos puentes
disulfuro (Hill ez al, 1991; Pardi er al, 1992; revisado en White ez al, 1995).

Los dimeros se forman uniendo dos hojas beta idénticas de los dos monémeros para crear
una estructura beta simétrica de seis hojas, la cual se dobla y curva para formar una
estructura en forma de canasta con un pequefio canal accesible a solvente. La base de Ia
canasta es hidrofébica, contribuyendo algunos de los grupos metileno de las Arg en esta
superficie, mientras que la parte superior, que contiene los extremos amino y carboxilo de
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los dos monémeros, es polar. La asociacién dimérica se estabiliza por interacciones
hidrofébicas, especialmente entre los residuos Cys5, 20, Tyr 22, y Phe 28. La presencia de
la Gly18 en la interfase del dimero sugiere que la defensina es un dimero en el sitio de
accton (Hill ez al, 1991).

Beta defensinas (38-42 aa).- Este grupo comprende a una serie de péptidos que atacan a
bacterias gram positivas, secretados en su mayoria en tejido epitelial. El primero que se
encontro, llamado TAP, con actividad antimicética (contra Candida albicans), se aislo de
epitelio de traquea de bovino (Diamond et al, 1991). Se halld después otro en lengua de
bovino (LAP). La sintesis de ambos péptidos se incrementa después de herida o exposicion
a lipopolisacaridos y responde a mediadores humorales (citocinas) como el factor alfa de
necrosts de tumores (Diamond er a/, 1996; revisado en Hancock, 1998). Posteriormente se
aislaron mas moléculas de este grupo a partir de granulos polimorfonucleados de neutréfilo
(PMN) de bovino (Selsted, 1993), de leucocitos de gallo (Harwig et al, 1994), de células
epiteliales de cuerpo humano, especialmente pulmon, rifién, y tracto urogenital femenino
(HBDI: la inactivacién a altas concentraciones de sal de este péptido se ha correlacionado
con la proliferacion bacteriana en pulmones de pacientes con fibrosis quistica (Goldman er
al, 1997)), y de piel con lesiones psoriaticas (HBD2). Este tltimo péptido se induce por
reto bacteriano (Harder er al, 1997).

El plegamiento de las defensinas beta es esencialmente idéntico al de las alfa defensinas,
solo que en las primeras difiere la disposicion de las cisteinas, asi como la conectividad de
los puentes disulfuro, que es 1-5, 2-4, 3-6 para las beta defensinas. En éstas, los extremos
amino y carboxilo estin mucho mas alejados entre si que en las alfa defensinas
(Zimmermann et al, 1995; revisado en White et al, 1993).

A pesar de carecer de similitud las secuencias de DNA de |as alfa y las beta defensinas y de
las diferencias en sus patrones de puentes disulfuro, deben haber evolucionado de un
ancestro comun ya que las regiones cromosémicas que las codifican estin muy proximas
entre si (150 kb entre una y otra) (Liu et al, 1997).

Péptidos ricos en ciertos aminodcidos
a) Péptidos ricos en prolina

PR-39 (39 aa).- Es un péptido amidado aislado inicialmente de intestino de cerdo, (aunque
se produce en médula), y posteriormente de fluido de heridas de raton (Gallo er al, 1994) .
Tiene 49% de Pro (19 residuos, 14 de los cuales estin en la disposicién Pro-Pro), y 24% de
arginina. El resto de los residuos son apolares, con predominio de Leu e Ile (Agerberth et
al, 1991).

Se ha encontrado que, al contrario de la mayoria de los péptidos antimicrobianos, PR-39
desestabiliza a membranas modelo sin lisarlas; se transloca al citoplasma de células
eucariotes, y se une a una serie de proteinas, entre las cuales esta pi30Cas, una proteina
involucrada en vias de seiializacién. PR-39 también estimula la expresién de syndecan
(proteoglicanos que juegan un papel en la reparacion de heridas) en células mesenquimales
(Chan y Gallo, 1998).
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Bactenecina 5 (Bac 5) y Bactenecina 7 (Bac 7)(42 y 59 aa).- Se aislaron de neutrofilos de
bovino. En Bac 5, 18 de las 19 Pro con que cuenta la secuencia estan como repeticiones
Pro-Pro (Agerberth et al, 1991), mientras que Bac 7 tiene la presencia invariable de Pro
cada dos residuos desde la posicion 10 hasta el C-terminal, repitiéndose el motivo Pro-Arg-
Pro 12 veces (Frank et al, 1990j.

No hay homologia de secuencia entre estos péptidos y PR-39, pero tienen ciertos motivos
comunes como las repeticiones Pro-Arg-Pro y Pro-Pro en muchas ocasiones, pero en
diferente disposicién (Agerberth et al, 1991).

Homélogo de Bac 7 (6.5 kDa).- Del cangrejo Carcinus maenas se secuencid parcialmente
un péptido constitutivo con actividad antibidtica, teniendo 28 residuos del extremo N-
terminal un 60% de identidad con bactenecina 7 (Schnapp et al, 1996).

Apidaecina y abaecina (18 y 34 aa).- Ambas se aislaron de la abeja Apis mellifera. La
apidaecina, con 33% de Pro, no muestra actividad en sistemas modelo de liposomas
(Casteels et al, 1989), ni utilizando su enantiémero D (Casteels y Tempst, 1994), lo que la
hace ser, como PR-39, un péptido antimicrobiano atipico. Se han encontrado tres isoformas
que constituyen la mayor parte de los peptidos antimicrobianos presentes en la hemolinfa
de abeja (revisado en Cociancich et al, 1994).

La abaecina, con 30% de Pro, se parece secuencialmente a la apidaecina, aunque tienen un
espectro de accion muy diferente y un periodo de retardo en su actividad. Ambos péptidos
se inducen por reto y son activos contra bacterias gram negativas, aunque la abaecina tiene
una actividad menor. (Casteels et al, 1990)

Metchnikowina (26 aa).- Este péptido antimicrobiano es uno de los siete {sin incluir
isoformas) que se han encontrado en Drosophila melanogaster. Ataca bacterias gram
positivas y hongos filamentosos como Neurospora crassa (Levashina et al, 1995), y se
induce por cualquiera de estos dos tipos de reto, los cuales son sensados por dos sistemas
regulatorios independientes (Levashina er al, 1998)

Lumbricina (29 aa).- Proviene de |a lombriz de tierra, Lumbricus rubellus (700 millones
de afios de antigiiedad). Es un péptido relativamente rico en Pro (15%), sin gran similitud
con los demas de esta familia. Su carga neta sélo es de +1 (10 aminoacidos basicos y9
acidos). Ataca bacterias gram positivas y negativas, ademas de hongos (Cho ez al, 1998).

b) Péptidos ricos en prolina y O-glicosilados

Drosocina (19 aa).- Es un péptido inducible de Drosophila melanogaster rico en Pro (un
tercio del péptido, agrupadas de la forma Pro-Arg-Pro), O-glicosilado en Thr, con una N-
acetilgalactosamina-galactosa. La ausencia de esta modificacion disminuye su actividad, la
cual se presenta sobre todo contra bacterias gram negativas (Bulet er al, 1993).

Formaecinas (16 aa).- Son dos péptidos inducibles aislados de la hormiga Myrmecia
gulosa, O-glicosilados en Thr, y con un 30% de residuos de Pro, ordenadas sin ningun
motivo aparente. La glicosilacién también es importante para su actividad, la cual es
detectada sobre unas cuantas bacterias gram negativas. (Mackintosh et al, 1998)
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¢) Péptidos ricos en triptofano

Péptido de médula de cerdo (13 aa).- Ademas de la indolicidina, la cual se describe mas
adelante, se ha encontrado este péptido con tres Trp, que ademas de ser antibacteriano
presenta actividad contra el hongo Aspergillus fumigatus (Lawyer et al, 1996)

Péptidos homélogos

En esta seccion se incluyen a los péptidos con porcentajes elevados de similitud a alguno de
los ya descritos, pero provenientes de organismos muy distantes evolutivamente.

Cecropina P1 (31 aa). Homologo de cecropinas de insecto.- Se obtuvo de intestino de
cerdo. Tiene 33% de similitud con las cecropinas de insecto, aunque no es amidado como
éstas (Lee er al, 1989). Su espectro de actividad se inclina mas hacia bacterias gram
negativas. a diferencia de las de insecto, que también atacan gram positivas (Gazit ef al,
1995).

La estructura de CecP1 es alfa helicoidal, y no presenta. a diferencia de las cecropinas de
insecto, un doblez a mitad de la secuencia, aunque los residuos Ser 19, Glu 20 vGly2lle
dan cierta flexibilidad al péptido. Antes del residuo 20 existe una gran hélice antipatica y
entre los residuos 22-26 hay una region no polar (Sipos ef al, 1992; Gazit et af, 1996).

Crabrolina (13 aa). Homdlogo de brevininas de tipo | y temporinas. - Es un péptido
amidado antibacteriano y hemolitico (100% a 32 KM, segun Krishnakumari y Nagaraj.
1997), de caracter hidrofobico (con sélo una Arg en la secuencia), aislado del veneno del
abejorro europeo, Vespa crabro. Se reconocié inicialmente como liberador de histamina y
facilitador de la accién de fosfolipasas A2 (Argiolas y Pisano, 1984). Presenta una
similitud de mas del 50% con los primeros 13 residuos del amino terminal de las brevininas
de tipo I y temporinas de piel de rana (ver mas adelante)

Thanatina (21 aa). Homélogo de brevininas 1.- Proviene del insecto diptero Podisus
maculiventris 'y tiene un 50% de similitud con brevinina-1. Ambas secuencias tienen un
asa C-terminal de 6 o 5 residuos, respectivamente, delineada por un puente disulfuro. Sin
embargo, en el N-terminal la thanatina tiene dos residuos de Pro, lo que hace improbable
una estructuracion de hélice, como con las brevininas . Es activo contra bacterias gram
positivas y negativas y hongos, pero no es hemolitica. El enantiémero es activo contra
bacterias gram positivas, pero no contra gram negativas (Fehlbaum et al, 1996).

Protegrinas (16-18 aa). Homdlogos de taquiplesinas y defensinas alfa.- Estos péptidos
amidados se derivan de leucocitos de cerdo. Atacan sobre todo bacterias gram negativas y
hongos. Existe una similitud notable entre el decapéptido G,LCYCRRRFC,, de la
protegrina 3 y G ICACRRRFC,, de la defensina de conejo NP 3 (Kokryakov et al, 1993).

En las protegrinas, los puentes disulfuro, en conectividad 1-4 y 2-3, son necesarios para la
alteracion de la permeabilidad de membranas modelo, pero no para la actividad

antibacteriana. La amidacién es importante para la actividad bactericida (Mangoni et al,
1996).
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Su estructura consiste en dos hojas antiparalelas formadas por los residuos 5-9 y 12-16,
unidas por una vuelta beta (residuos 9-12) y estabilizadas por dos puentes disulfuro.
Presenta dos regiones hidrofilicas que contienen los seis residuos de Arg localizados en la
vuelta (Arg 9, 10 y 11), y en los extremos amino (Arg 1 y 4) y carboxilo (Arg 18),
separados por una gran region hidrofébica formada por los residuos 5-8 y 12-16 (Aumelas
et al, 1996). El isdémero D es 100% activo (Heller ez al, 1998).

Drosomicina (44 aa). Homodlogo de defensinas de plantas.- Es un péptido antifiingico (no
antibacteriano) inducible aislado de Drosophila melanogaster. A altas concentraciones
inhibe la germinacion de esporas y a bajas retrasa el crecimiento de las hifas, las cuales
exhiben una morfologia anormal cuando logran crecer (Fehlbaum er al, 1994),

La secuencia tiene un 38% de residuos homdlogos con Rs-AFP-1, incluidos los residuos
conservados de las defensinas de planta. La estructura presenta igualmente un motivo
CSap, con los primeros diez residuos formando una tercera hoja beta soportada por un
Cuarto puente disulfuro, acercando a los extremos amino y carboxilo.

Los residuos Pro 10. Ala 12, Val 13, Trp 14, Pro35 y Leu37 forman una region hidrofébica
bien definida en un polo de la estructura, mientras que el otro es claramente hidrofilico. Se
encuentran tres parches negativos (Aspl5, Glu 17, Glu 25, 26 y 42) dentro de una
superficie globalmente positiva (Landon et al, 1997).

NK-lisina (78 aa). Homdlogo de amoebapore.- Este péptido derivado de las células T y NK
de intestino de cerdo (Andersson er al, 1995), tiene 30% de identidad y 50% de similitud
con amoebapore, un péptido de Entamoeba histolytica que forma poros en las células
blanco (Leippe et al. 1995).

Su estructura tridimensional consiste en 4 alfa hélices unidas por tres puentes disulfuro,
cuya reduccion inactiva a la molécula. Las cadenas laterales de Lys y Arg se encuentran
ecuatorialmente en la estructura. Los residuos negativos se encuentran en la parte superior,
y la base de la molécula tiene residuos hidrofobicos. Esta distribucion de carga no esta
conservada en amoebapore, por lo que deben interaccionar de forma distinta con su blanco
(Liepinsh et a/, 1997).

Péptidos hibridos

Diptericinas (82 aa).- Se aislaron inicialmente de la mosca Phormia terranovae {Dimarcq
et al, 1988) y se han encontrado en otras dos especies de este género. Pueden ser
consideradas como moléculas quiméricas consistentes en un dominio N-terminal de 18
residuos con similitud a apidaecinas, y un dominio C-terminal de 64 residuos rico en Gly
(25%). Atacan preferencialmete bacterias gram negativas (Cociancich et al, 1994).

Big defensin (79 aa).- Proviene de hemocitos del cangrejo Tachypleus tridentatus. El
arreglo de las cisteinas contenidas en los residuos 38-79 de la secuencia es idéntico al de las
beta defensinas. El extremo N-terminal es hidrofébico, y no tiene semejanza con ningin
péptido antimicrobiano conocido (Saito er al, 1995).

Penaedinas (50 y 62 aa).- Se aislaron del camaron Penaeus vannamei, sin ser los
organismos infectados experimentalmente. Estan compuestas de un dominio N-terminal
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rico en Pro y un C-terminal con 6 Cys (4 de ellas en dos dobletes Cys-Cys separados por
cinco residuos). Atacan bacterias gram positivas (Destoumieux et al, 1997).

Péptidos antimicrobianos y hemoliticos

Bombinina (24 aa).- Fue el primer péptido con actividad antimicrobiana y hemolitica
reportado en rana (Bombina variegata) por Csordas y Michl, en 1970. La prediccién de su
estructura indica alta tendencia a adoptar una conformacidn helicoidal. Provoca lisis de
100% en eritrocitos a una concentracién de 50 UM, y elimina cepas de E.coli y S.qureus a 3
y 14 UM, respectivamente,

Bombininas H.- Fueron aislados también de la rana Bombina variegata. Son 100%
hemoliticos entre 15y 17 MM, y su actividad bactericida contra £ cofi y S.aureus esta
entre 2 'y 5 uM. Se llaman bombininas H por ser hidrofdbicos. Tres de los cinco péptidos
encontrados presentan como segundo residuo D-aloisoleucina. (Mignogna et al, 1993).

Melitina (26 aa).- Es el péptido antibacteriano y hemolitico mas ampliamente estudiado.
Sus propiedades antibacterianas se conocen desde hace mas de 30 afios (Fennell er al,
1968). Es el componente mas prominente del veneno de la abeja Apis mellifera. Lisa 100%
eritrocitos a2 0.9 uM. Su actividad antimicrobiana puede ser igual o hasta diez veces menor
que esta concentracion, dependiendo de la cepa.

Este péptido existe como tetramero en soluciones de alta fuerza ionica y/o concentracion, y
como mondmero en las condiciones contrarias. Su estructura helicoidal tiene 3 regiones: un
alfa hélice N-terminal hidrofobica (de los residuos | a 13); una regién flexible formada por
el dipéptido Pro-Ala, y una region C-terminal también alfa helicoidal de caracter
hidrofébico en los primeros cinco restduos, incluyendo un Trp, y el resto de caracter basico
(residuos 16 a 26) (Terwilliger et al, 1982).

En la region N-terminal, la perdida del residuo 7 (Lys), disminuye 74% la actividad. Este
aminoacido es critico para el balance de [as interacciones hidrofobicas. Sj se sustituye por
un aminodcido hidrofébico se pierde la cooperatividad al momento que actua el péptido en
su blanco y las concentraciones minimas inhibitorias aumentan hasta 10 veces {Perez-Paya
et al, 1995).

La Pro, el Trp, y los residuos polares 23-26 en el C-terminal son esenciales para la
actividad litica . Péptidos modelo con residuos no desestabilizadores de 1a hélice tienen una
mayor actividad hemolitica, y analogos cortos no tienen actividad (Blondelle y Houghten,
1991). El isémero D es 100% activo (Wade et al, 1990)

En general, si se disminuye el momento hidrofobico disminuye la actividad. Sin embargo,
si se utiliza Trp en vez de otros aminoacidos no polares para la disminucion de éste, la
pérdida de actividad no es tan acentuada (Blondelle y Houghten, 1991).

Con intencién de eliminar el efecto hemolitico de la melitina, pero no el antibacteriano, se
sintetizaron una serie de hibridos con cecropina A. El unico péptido obtenido con estas
caracteristicas fue una combinacién de los primeros 13 residuos de la Cec A, seguidos de
los primeros 13 residuos de la melitina. Esta quimera tuvo una actividad antimicrobiana
comparable a la de Cec A, y la mejord cuarenta veces en comparacion a ésta contra una
cepade S. aureus (Boman er al, 1989).
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Pardaxina (33 aa).- Se reconocid inicialmente como una toxina con propiedades
surfactantes, repelente de tiburones, secretada por el pez Pardachirus marmoratus,
proveniente del Mar Rojo (Lazarovici et a/, 1986). Esta compuesta de dos segmentos alfa
helicoidales; una hélice N-terminal hidrofobica, de los residuos 2 al 10, y una hélice C-
terminal anfipatica, de los residuos 13 a 27. Ambas hélices estan separadas por una Pro en
la posicion 13 (Zagorski et al, 1991).

Dermaseptina 4, B3 y B4 (28 aa).- La Dms4 es hemolitica 100% a | UM, mientras que la
dermaseptina 3, con un momento hidrofobico menor, causa 100% de lisis a 80 UM (Mor et
al, 1994d). Las dermaseptinas B3 y B4 son hemoliticas 100% a 30 UM (Charpentier et al,
1998).

BMAP 28 (28 aa).- Cuenta con un Trp en la secuencia, y causa 100% de lisis en eritrocitos
a 100 uM (80% a 30 pM), mientras que BMAP27, con 4 Phe, solo lisa 32.7% a esa
concentracion. La lisis es menor en eritrocitos de bovino (Skerlavaj et al, 1996).

Temporinas (10-13 aa).- Son pépudos amidados aislados de la piel de la rana Rana
temporaria, y que tienen homologia con la crabrolina. Se han encontrado varios, y los que
tienen carga positiva son antimicrobianos. Si esta carga se cambia a negativa pierden su
actividad. Atacan también al hongo Candida albicans a una concentracion de 3.4 uM
(Simmaco et al, 1996). Ya se habian aislado péptidos parecidos de Rana esculenta, sin
analizar su actividad bactericida, pero si la hemolitica, que es de 100% a 3 microM
(Simmaco er al, 1990)

Brevininas de tipo 1 (24 aa).- Son tan hemoliticas como la melitina (100% de hemdlisis a
0.5 UM, para la brevinina 1E), e igualmente bactericidas (Simmaco er a/. 1993). En su
secuencia, 6 posiciones son ocupadas por el mismo residuo en todos 1os péptidos (Pro en 3,
Alaen 9y 10, y un par de residuos basicos en el extremo C-terminal (Nicolas v Mor,
1995).

Esta familia de péptidos, junto con la crabrolina y las temporinas, tienen una superficie
hidrofobica que se localiza en el extremo N-terminal. La delecion de los tres primeros
residuos (Phe-Leu-Pro, en la mayoria de ellos) disminuye de manera muy importante la
actividad hemolitica. Esta delecion disminuye la hidrofobicidad pero aumenta el momento
hidrofébico (Kwon et af, 1998). En la crabrolina, el cambio de Pro3 por Ala aumentod su
actividad al doble, tanto antibacteriana como hemolitica, por estabilizacién de la hélice
(Krishnakumari et al, 1997)

Indolicidina (13 aa).- Este péptido amidado (el énico con esta caracteristica encontrado en
leucocitos de mamifero), aislado de neutréfilos de bovino, con 5 Trp, representa el
porcentaje molar de este aminoacido mas alto conocido en un péptido. Tiene ademas tres
Pro (Selsted et al, 1992). Es el tinico péptido hemolitico conocido no alfa helicoidal. La
sustitucién de las Pro por Ala y de los residuos de Trp por Phe no tiene efectos en la
actividad antibacteriana, pero si suprime la actividad hemolitica, que en el péptido nativo
es de 100% a 20 uM (Subbalakshmi er a/, 1996). Su modo de accién parece ser el mismo
que ¢l de la mayoria de los péptidos antimicrobianos (Falla ez al, 1996).
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La indolicidina, junto con BMAP 27 y 28, LL 37, bactenecina, y Bac 5y 7, es parte de una
familia de péptidos, llamada cathelicidinas, que comparten una proregién conservada y que
se almacenan en los granulos citoplasmicos de los neutréfilos de leucocitos, liberandose en
la activacion de éstos. Ademnas de su actividad antimicrobiana, algunos pueden neutralizar
lipopolisacaridos y promover la cicatrizacion de heridas (Zanetti er al, 1995)

Como se puede apreciar, en un mismo organismo se pueden encontrar varios péptidos
antimicrobianos, tanto con secuencias relacionadas como con diferente estructura terciaria.
Es posible que cada una de estas moléculas tenga una funcion distinta, que ejerzan la
misma funcion pero con distintos organismos blanco (defensina y drosomicina), que
tengan distintos blancos en el mismo patégeno (defensina y apidaecina), o bien, que actien
sinergisticamente (dermaseptinas, magainina con PGLa) (Boman, 1995).

III. MODO DE ACCION
Consideraciones generales

Existen una serie de evidencias a favor de la ausencia de receptor para la mayoria de este
tipo de péptidos:

I) Son efectivos contra una gran variedad de Organismos.

2) Su potencia se correlaciona con su habilidad de formar peptidos catidnicos anfipaticos.
3) Las isomeros D son tan potentes como los L.

4) Actuan estequiométrica y no cataliticamente.

5) Utlizando sistemas modelo como liposomas y bicapas, se observa permeabilidad.

Se asume entonces que el blanco principal de los péptidos antimicrobianos es la membrana
interna de las bacterias, la cual contiene tipicamente la cadena de transporte de electrones y
el aparato enzimatico necesario para la fosforilacion oxidativa, interfiriendo por tanto en los
mecanismos respiratorios (Gazit et a/, 1994). La permeabilizacion de la membrana interna
es concomitante con la disipacion del potencial de membrana y de la asimetria de sus
lipidos; se provoca tambien la salida de iones vitales como K-' y Mg™ y entrada de otros
toxicos como Ca™’, con la consecuente pérdida de viabilidad celular (Matsuzaki, 1998).
Pudiera ser también que la accién bactericida se deba exclusivamente a la disipacién de
gradientes ionicos transmembranales, Yy que la susceptibilidad a los peptidos
antimicrobianos sea dependiente de la susceptibilidad de las células a la disipacion de estos
gradientes. (Silvestro et al, 1997).

A través del disefio de péptidos modelo (Andreu et al, 1985; Zasloff et al, 1988; Agawa et
al, 1991; Blondelle et al, 1992; Kiyota er al, 1996; Tossi et al, 1997), sintesis de variantes
de péptidos nativos (Chen et al, 1988; Boman et al, 1989; Blondelle et al, 1991;
Thennarasu y Nagaraj, 1995), v de su estudio junto con los péptidos nativos mediante
dicroismo circular orientado (CDO) (Ludtke er al, 1994; Heller er al, 1998), resonancia
magnetica nuclear (NMR) de estado sélido (Bechinger et a/, 1993, 1998), espectroscopia de
infrarrojo de reflectancia atenuada (ATR-FTIR) (Harwig et al, 1996; Hirsh et al, 1996
Gazit et al, 1996), dispersion en plano de neutrones (Ludtke er al, 1995, 1996),
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microcalorimetria (Lohner et al, 1997, Wenk y Seelig, 1998, Matsuzaki er al, 1998a),
dindmica molecular (Gazit er al, 1996; Berneche et al, 1998) y estudios de unién y

Yy potencial de membrana, medjante técnicas de fluorescencia y transferencia de energia por
resonancia (RET) (Nakajima et al, 1987; Pouny et al. 1992; Fujii et al, 1993; Gomes et al,
1993; Wimley er a/, 1994; Hristova er al, 1996, 1997; Jo et al, 1998: Wy o al, 1999:;
Matsuzaki, ver todas las referencias), se ha determinado que la manera en que se produce la
interaccidn péptido-lipido depende de los siguientes factores:

Composicién de fosfolipidos

La composicion de lipido es critica para la actividad de los péptidos antimicrobianos,
unieéndose y permeabilizando preferencialmente tosfolipidos 4cidos (Nakajima et a/, 1987;
Matsuzaki er al, 1991a; Pouny et af, 1992; Hristova et al, 1997; Lohner et al, 1997:
Silvestro et al, 1997; revision de Matsuzaki, 1998. por citar solo algunos). Este hecho se
correlaciona perfectamente con sy actividad biologica, ya que para el caso de las
membranas internas bacterianas, éstas son ricas en fosfatidiletanolamina ( PE) y en lipidos
Cuya carga neta es negativa, como tosfatidilgiicina (PG). cardiolipina, v lipopolisacaridos
(LPS) (DiRienzo et al, 1978). Por lo que respecta a su pared celular, Ia de las bacterias
gram negativas es de LPS y la de las gram positivas es de polisaciridos acidicos (4cidos
teicoicos), contando ambas con una carga neta negativa (Gazit et a/. 1994y,

En cuanto a las membranas de las células eucariotes, éstas presentan una distribucion
asimétrica de fosfolipidos: la monocapa externa contiene tosfolipidos neutros como
fosfatidilcolina (PC) y esfingomielina, mientras que la interna tiene fosfolipidos acidicos
(DiRienzo et al, 1978). Estas membranas $ON ricas en colesterol, lo que hace que varie la
tluidez de 1a membrana Y su potencial de dipolo (Christensen ef al, 1988).

Las células tumorales, sensibles a la accién de algunos péptidos antimicrobianos, han
perdido parte de su asimetria lipidica y exhiben un cargcter Mas aniénico en su membrana
plasmatica externa en comparacién con células de vertebrado saiudables (revision de
Bechinger, 1997). Las microvellosidades de estas células incrementan ademas la superfie
de accion de los peptidos (Wang er a/, 1998).

En general, la accién diferencial de los péptidos antimicrobianos en diferentas cepas

Cuya composicidn regula la Carga superficial, fluidez, y curvatura de ia bicapa (Matsuzaki
et al, 1998; Matsuzaki, 1998).

El efecto en bicapas cargadas negativamente ests determinado por la carga del péptido, que
hace que se acumule éste en Ia superficie de la membrana; la estructura secundaria es de

electrostaticas. Los cationes divalentes protegen a este tipo de lipidos de la accién de los
péptidos antimicrobianos, ya que se unen a ellos muy eficientemente, incrementando el
ordenamiento de sus cadenas hidrocarbonadas (Cociancich ef al, 1993).

En bicapas con una carga negativa menor la perturbacién de la membrana depende del
tamario de los dominios helicoidales hidrofébicos y de 1a hidrofobicidad total, ya que en
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este caso se ve mas afectada la region hidrofobica interna de la membrana (Dathe et al,
1996).

Potencial de membrana

Las cecropinas {Christensen ef al, 1988), magaininas (Brasseur er a/, 1991; Cruciani et al,
1991) defensinas alfa (Kagan et a/, 1990), defensinas de insecto (Cociancich ef al, 1993), ¢
indolicidina (Falla er al, 1996), parecen requerir un potencial de membrana como fuerza
electromotriz para realizar o facilitar la insercién del péptido y formar canales en la
membrana. Sin embargo, en otros estudios hechos con Cec By defensina HNP-2, no se
requiere de éste (Gazit et al, 1994; Hristova et al, 1996). La necesidad de potencial podria
ser debida, en el caso de los péptidos con alfa hélice, al dipolo de ésta (Ludke et a/, 1995).
Fisiologicamente, el potencial de membrana de las bacterias esta entre 100 y =150 mV.
En las bacterias gram negativas hay otro potencial pequefio pero significativo de caracter
negativo debido a la presencia de especies anidnicas de alto peso molecular en el
periplasma (Gabay er al, 1994). El potencial de las células tumorales esta entre -5 y -40
mV, y el de las células normales no proliferantes, entre -4 v =90 mV (Matsuzaki er al,
1995).

Oligomerizacion del péptido

La mayor parte de las hélices alfa presentes en las proteinas muestran algin grado de
anfipaticidad, con la excepcion de las hélices transmembranales, que tienen momentos
hidrotobicos bajos y alta hidrofobicidad; las hélices de superficie tienen una hidrofobicidad
promedio y un momento hidrofébico alto (Segrest er al, 1990). El gradiente de
hidrofobicidad podria tambien determinar el modo de asociacion con los lipidos (Perez-
Mendez e al, 1998).

De lo anterior se predice que si el angulo hidrofobico de la hélice es de mas de 180° ésta se
auto agregara y se empacard como un poro transmembranal, con la condicién de que el
péptido tenga al menos 20 aminoacidos para poder traspasar la membrana; si el angulo es
tgual a 180° la hélice estara paralela a la superficie, Yy si es menor a 180°, la hélice, de
forma monomérica, solubilizara a las bicapas (Kiyota er af, 1996).

Asi, la capacidad de formar oligdmeros determina la manera de perturbacion de la
membrana, ya que es concomitante con la capacidad de formar canales. En general, esta
cooperatividad se da en los péptidos antimicrobianos a relaciones péptido/lipido altas, como
€n magainina y magainina 2a (Matsuzaki, 1998; Wenk et al, 1998), o se da en grado
mucho menor que para otros péptidos formadores de canales, como el caso de dermaseptina
vs. colicina, un antibidtico producido por E. coli, en donde la segunda se oligomeriza a una
relacion péptido/lipido 50 veces menor que para la primera (Pouny ez a/, 1992), o bien, no
existe cooperatividad, como en cecropina B (Gazit er a/, 1994) y cecropina Pl (Gazit et al,
1995).

Cabe hacer notar que los resultados de la cooperatividad pueden variar con la composicién
del lipido usado (Matsuzaki, 1998), y no proveen informacion acerca de [a estructura
detallada del canal, la intervencion de otras moléculas, ni la composicién del complejo
oligomérico (Bechinger, 1997).
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También es importante resaltar que aunque estd comprobado por ejemplo que en las
dermaseptinas (Pouny et al, 1992), defensinas de insecto (Cociancich er al, 1993) y
cecropina A (Silvestro et al, 1997), el flujo de iones no se produce hasta que se alcanza una
concentraciOn critica (lo cual también ocurre para la colicina), esto no necesariamente
indica que exista una cooperatiyidad en la unién.

En general, la oligomerizacion se estimula incrementando las interacciones hidrofobicas
aumentando la concentracién de péptido y/o su hidrofobicidad, o disminuyendo las
repulsiones de carga, ya sea con sal, o restando residuos basicos al péptido (Perez-Paya et
al, 1995; Matsuzaki ef al, 1997a ). La estabilidad del oligémero también depende del
angulo de la carga abarcado en la hélice (Wieprecht et a/, 1997).

Un caso interesante es el de la magainina, que muestra heterocooperatividad con el péptido
PGLa, lo cual pudiera ser la razén biolégica de la diversidad de estas moléculas,
aumentando su tendencia a adsorberse en la membrana y/o haciéndolos menos accesibles a
proteasas acuosas. {(Gomes ef al, 1993; Westerhoff et a/, 1995),

Modelo establecido

Los péptidos helicoidales estudiados hasta la fecha en cuanto a su orientacion con respecto
a la membrana, que son la magainina (Bechinger er al, 1993), la cecropina Pt (Gazit er al.
1996), y PGLa (Bechinger er a/, 1998), adoptan una orientacion paralela al plano de la
bicapa al interaccionar con ella; la melitina es la excepcion, ya que parece que adopta una
orientacion transmembranal (Gazit er al, 1996). La orientacién en paratelo es
energéticamente favorable, y por si sola podria desestabilizar a ]a membrana, pero no
explica las actividades de canal observadas en bicapas utilizando cecropinas (Christensen
et al. 1988) v magaininas (Cruciani er a/, 1991), y aunque estos canales no son selectivos.
presentan una variedad de conductancias, y son eventos raros, transientes v lentos, el hecho
es que se forman y podrian ser determinantes en la rapidez de eliminacion del blanco.

Las caracteristicas de los canales indican la existencia de grandes barreras energéticas que
impiden su formacion. como la repulsion electrostatica que se presentaria en el lumen del
canal, la repulsion dipolar entre dipolos helicoidales paralelos, y la pérdida de entropia
durante la oligomerizacion. A favor de su formacién esta la interaccion de los dipolos
helicoidales con el campo eléctrico transmembranal, los cambios en los parametros de
orden cuando los péptidos interaccionan con las membranas {aumento de entropia llamado
efecto lipofobico), e interacciones hidrofébicas entre los peptidos y los lipidos, que
eventualmente podrian conducir a la formacién de canales transientes {Bechinger, 1997).

En el caso de las defensinas, y en particular para las defensinas alfa, la estructura misma del
dimero provee tres modelos para la formacion de canales observados en bicapas (Kagan,
1990): 1) dimeros monoméricos que actian como detergente. 2) Un dimero de dimeros con
un canal en medio. 3) Un anillo de dimeros de defensina que constituya un gran poro (Hill
et al, 1991), pero esto no ocurre para el caso de los demés péptidos como los helicoidales.
La magainina es el péptido helicoidal mas extensamente estudiado con objeto de dilucidar
estos fenomenos de la interaccion péptido-lipido, y actualmente el modo de accidn de ésta
se concibe asi: a concentraciones bajas de magainina, ésta se adsorbe rapida y
reversiblemente a la membrana en una conformacién helicoidal paralela a la superficie,
embebida en las cabezas polares de los fosfolipidos. La adsorcién de la magainina
desestabiliza a la membrana debido al desbalance creado por su acumulacion en el exterior
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de la bicapa, expandiéndola lateralmente y disminuyendo su espesor en proporcion a la
concentracion de péptido, induciendo una curvatura positiva. La energia de esta
deformacidn es proporcional al cuadrado del cambio en el grosor de la bicapa, y es parte de
la energia libre de adsorcién de la magainina, por lo que a altas concentraciones
(concentracion critica de insercién, la cual depende de la composicion de membrana}, ésta
se vuelve tan alta que conduce al sistema péptido-lipido a adoptar lentamente otra
conformacion de menor energia (insercion).

Debido a la alta afinidad de la magainina por las cabezas polares de los lipidos, se podria
formar un poro toroidal, en donde se crea una continuidad entre ambas monocapas; este
modelo no requiere de agregacion de péptido.

Las actividades de canal unitario se presentan también a concentraciones bajas, pero debido
a la esporéadica aparicién de éstos y a los mecanismos de reparacion de la célula, no se
presenta letalidad.

Cuando estos poros, cuya vida media es corta, se cierran, los monémeros se adsorben en
la superficie de cualquier lado de l1a bicapa; asi, la formacion de canales es un mecanismo
para la translocacion del péptido. La reduccion de la densidad de péptido en la Superficie
enlentece la formacion de éstos debido a ser éste un proceso altamente cooperativo,
aliviando también 1a constriccién debida a la union astmétrica del péptido y la resultante
expansion de la membrana.

Las bicapas son mas resistentes que los liposomas a desestabilizaciones transientes
inducidas por el péptido debido a que pueden aliviar la constriccion transfiriendo lipido a
cualquier lado de la bicapa, o bien doblandose en la direccion cis o trans.

El predominio de canales o desestabilizacion depende entonces del sistema usado, su
composicion, y del mismo péptido (Grant er al, 1992; Matsuzaki er al, 1995a, b; Ludtke et
al, 1996; Jo et al, 1998: revisiones de Bechinger, 1997 y Matsuzaki, 1998).

IV.MECANISMOS DE RESISTENCIA

En Salmonelia thyphi y Salmonella thyphimurium | mutantes de genes que codifican para
proteinas que regulan los mecanismos de tranporte de potasio resultan ser particularmente
sensibles a la accion de los peptidos antimicrobianos (Parra er al. 1994). En Neisseria
gonorrhoeae existe también un mecanismo regulatorio de flujo cuya falta la hace
susceptible a estas moléculas (Shafer e al, 1998)

Por otra parte, en Salmonella sp., parte de la respuesta de invasion al huésped involucra la
activacion por limitacién de Mg o Ca™ del sistema de transduccion de sefiales de dos
componentes PhoP-Pho(Q, cuya funcion es sensar cambios ambientales. Las mutantes en
este sistema no son virulentas, no pueden sobrevivir en presencia de macréfagos, y son
extremadamente sensibles a péptidos antimicrobianos como defensinas alfa (Groisman ez
al, 1989; 1992), PhoP-PhoQ activa la transcripcidn de genes que promueven alteraciones en
la membrana externa que incluyen modificaciones del lipido A (el glicolipido mas comun
entre las bacterias gram negativas), como adicion de aminoarabinosa a los grupos fosfato
del lipido, reemplazo del grupo acilo miristato por 2-OH miristato, y transformacién de
lipido A de hexa a heptaacilado por adicion de palmitato. El aumento en acilacion
disminuye {a fluidez de la membrana por incremento de las interacciones hidrofébicas,
alterando el momento hidrof6bico y retardando o suprimiendo la insercién de los péptidos
antimicrobianos (Guo er g/, 1998).
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V. APLICACIONES

La acumulacién de mutaciones en las bacterias patogenas y la ausencia de nuevas clases de
antibioticos han acelerado el desarrollo de la resistencia a éstos. El acido nalidixico, que
representa a la clase mas nueva, fue introducido hace mas de 30 afios. En este sentido, los
péptidos antimicrobianos podrian ser una alterativa para el uso terapéutico, presentando
las ventajas de matar al blanco rapidamente, lo que hace mas dificil la seleccién de
bacterias resistentes; amplio espectro; actividad en contra de patégenos resistentes, y la
relativa dificultad de seleccionar mutantes resistentes in vitro. Ademas, la capacidad de
algunas de estas moléculas, como la taquiplesina, de unir lipopolisacaridos, podria ser
ventajosa en comparacion con otros antibidticos, ya que la liberacion de dichos
lipopolisacaridos producida por muchos de éstos al matar a los MiCroorganismos, promueve
‘endotoxinemia.

Se han usado tres tipos de antibioticos peptidicos desde hace algin tiempo: la gramicidina,
la polimixina, y la colicina, pero su uso se ha limitado al topico porque tienden a ser
citotoxicos. Esta via de aplicacion parece ser también la mas viable para los péptidos
antimicrobianos. El uso de la actividad antiviral, reportada para algunos péptidos como
defensinas alfa y magaininas, tiene pocas probabilidades de usarse in vive debido a que la
molécula necesitaria atravesar la membrana eucariética (Hancock, 1997).

Para ser competitivos, los costos de los péptidos antimicrobianos tendrian que ser menores
a 10 dolares por gramo (Boman, 1995), lo cual es muy dificil de conseguir con sintesis
quimica, por lo que se deben buscar alternativas como su produccion en forma de proteinas
recombinantes (Zhang et al, 1998).

Por otro lado, cualquier uso clinico involucra estudios de toxicidad, estabilidad,
inmunogenicidad, ruta de aplicacién y formulacién, y hay muy pocos datos publicados en
este sentido. Es de suponerse sin embargo que estos estudios se estan llevando a cabo,
sobre todo por las compaiiias dedicadas a su aplicacion, las cuales se presentan en la
stguiente tabla (Hancock, 1997).

Compania Péptido Indicacion clinica Estado de desarrollo
Magainin Pharmaceuticals | MSI-78 Tratamiento topico de|Fase III; se completd un estudio en
{1987) (helicoidal) Ulceras de pie diabéticas 584 pacientes exitosamente
(Plympouth Meeting, PA)
Micrologix Biotech (1992) | MBI-20 Infecciones de Gram- Investigacién y desarrolio
(Vancouver, Canada) (helicoidal) negativas; sinérgicos de

antibidticos convencionales
Intrabiotics (1994) IB367 Tratamiento tépico de|Preclinica
(Sunnyvale, CA) mucositis oral (ilceras de la

boca)
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ANTECEDENTES

Dentro del phylum Arthropoda, los alacranes (Chelicerata, Scorpionida) son las especies
terrestres mas antiguas conocidas, con mas de 400 millones de anos (150 millones mas que
los insectos mas recientes). Tradicionalmente estos animales han sido estudiados por la
presencia en su veneno de péptidos neurotoxicos que afectan canales idnicos de sodio
(Catterall, 1979}, potasio (Carbone er al, 1982), calcio (Valdivia et al, 1992) y cloro (DeBin
et al, 1993). Su motivo estructural (CSafl) ya ha sido descrito en la introduccion. El
estudio de otro tipo de péptidos del veneno ha sido relegado.

Por lo que respecta a la presencia de péptidos antimicrobianos, se han aislado algunos de la
hemolinfa de dos alacranes euroafricanos:

De Leiurus quinquestriatus se aisié una defensina de insecto de 38 aa. Para su aislamiento
no se requirid de reto previo ni se aprecio un aumento considerable de su presencia con éste
(Cociancich et al, 1993).

En Androctonus australis se encontraron tres peptidos:

Defensina (37 aa).- Tiene dos cambios conservados con respecto a la de Leiurus
quinquestriatus en las posiciones 6 y 28 (Phe y Leu por Leu y Phe, respectivamente), y
también carece del ultimo residuo de Asn presente en ella.

Buthinina (34 aa).- Presenta cierta homologia con las toxinas de cadena corta. En particular,
tiene de 44-50% de similitud con las agitoxinas y kaliotoxinas. Presenta un residuo de Arg
en la posicion 22, equivalente de la Lys 27, muy importante para la actividad de las toxinas
cortas contra canales de potasio (Park, 1992).

Androctonina (25 aa).- Es altamente catidnica (pl 10.2), con ocho cargas positivas, con un
motivo Arg-Arg-Arg-Gly-Gly en la parte central de la molécula. Su similitud es de 65%
con taquiplesina I, pero no es amidada. Ademas de antibacteriana es antifiingica a
concentraciones entre 3 y 12 uM.

Parece ser que estos péptidos tampoco son inducibles (Ehret et al, 1996).

En nuestro laboratorio se han caracterizado parcialmente dos péptidos de este tipo, ricos en
cisteinas, de la hemolinfa del alacran americano Centruroides limpidus (de la Vega, tesis
de licenciatura), y previamente a este trabajo se encontré un péptido con algunas
similitudes con defensinas proveniente del veneno del alacrén africano Pandinus imperator
(Conde, datos no publicados).

Este ultimo antecedente nos did la pauta para buscar péptidos antimicrobianos en el veneno
de alacranes americanos, y escogimos como modelo de estudio al alacran excavador
Hadrurus aztecus, que por vivir en el suelo, naturalmente rico en todo tipo de
microorganismos, debe tener mecanismos de defensa antimicrobianos que lo protejan en
mayor medida con respecto a alacranes con otros habitats.
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OBIJETIVOS
Objetivo general

Aislamiento del(os) péptido(s) antimicrobiano(s) del veneno del alacran Hadrurus aztecus
y caracterizacion bioguimica de el{los).

Objetivos particulares

1. Aislamiento de los componentes del veneno con posible actividad antimicrobiana.
2. Determinacion de la actividad biologica y caracterizacion de los péptidos activos.
3. Comparacion de las secuencias obtenidas en bancos de datos.

4. Sintesis quimica del péptido obtenido mas activo.

5. Determinacion preliminar de su modo de accion.

MATERIALES Y METODOS
Obtencién y separacion del veneno

El veneno crudo de Hadrurus aztecus se obtuvo por estimulacion elécrica del telson de
alacranes colectados en Iguala, estado de Guerrero. El veneno se recuperd en agua
bidestilada y se centrifugd en una ultracentrifuga Beckman OptimaTL por 15 minutos, a 4°
C y 15000 x g de aceleracion. El sobrenadante se liofilizé y conservé a —20° C, hasta su
uso.

La purificacién de los componentes solubles del veneno se llevo a cabo primeramente por
filtracion en gel en una columna de Sephadex G-50 (grado superfino, Pharmacia Fine
Chemicals). El veneno liofilizado se disolvio en amortiguador de acetato de amonio 20
mM, pH 4.7, y se aplico directamente a la columna. La fraccion I obtenida de esta
separacion se purificé por cromatografia liquida de alta presion (CLAP) utilizando una
columna (Vydac) CI8 semi-preparativa, en un aparato Waters 600E equipado con un
detector de UV, modelo Waters-486, con un gradiente lineal de 100% de solvente A (agua
con 0.12% de acido trifluoroacético (TFA)) a 60% de solvente B (acetonitrilo con 0.1% de
TFA), durante 60 minutos.

Caracterizacién quimica

La composicion quimica del péptido se realizo por analisis de aminoacidos en un
analizador Beckman 6300E después de hidrolizar por 20 horas a 110° C en tubos sellados al
vacio con 6 N de HCl y 0.05% de fenol. El peso molecular minimo obtenido del analisis de
aminoacidos se confirmé por espectrometria de masas, utilizandose un aparato Finnegan-
MAT.
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OBJETIVOS
Objetivo general

Aislamiento del(os) péptido(s) antimicrobiano(s) del veneno del alacrin Hadrurus aztecus
y caracterizacion bioquimica de el{los).

Objetivos particulares

1. Aislamiento de los componentes del veneno con posible actividad antimicrobiana.
2. Determinacion de la actividad biolégica y caracterizacion de los péptidos activos.
3. Comparacion de las secuencias obtenidas en bancos de datos.

4. Sintesis quimica del péptido obtenido mas activo.

5. Determinacién preliminar de su modo de accion.

MATERIALES Y METODOS
Obtencion y separacion del veneno

El veneno crudo de Hadrurus aztecus se obtuvo por estimulacion elécrica del telson de
alacranes colectados en Iguala, estado de Guerrero. El veneno se recuperé en agua
bidestilada y se centrifugd en una ultracentrifuga Beckman OptimaTL por 15 minutos, a 4°
C y 15000 x g de aceleracion. El sobrenadante se liofilizo y conservo a —20° C, hasta su
uso.

La purificacion de los componentes solubles del veneno se llevé a cabo primeramente por
filtracion en gel en una columna de Sephadex G-50 (grado superfino, Pharmacia Fine
Chemicals). El veneno liofilizado se disolvié en amortiguador de acetato de amonio 20
mM, pH 4.7, y se aplicé directamente a la columna. La fraccién I obtenida de esta
separacion se purificd por cromatografia liquida de alta presion {(CLAP) utilizando una
columna (Vydac) C18 semi-preparativa, en un aparato Waters 600E equipado con un
detector de UV, modelo Waters-486, con un gradiente lineal de 100% de solvente A (agua
con 0.12% de écido trifluoroacético (TFA)) a 60% de solvente B (acetonitrilo con 0.1% de
TFA), durante 60 minutos.

Caracterizacion quimica

La composicién quimica del péptido se realizé por analisis de aminoacidos en un
analizador Beckman 6300E después de hidrolizar por 20 horas a 110° C en tubos sellados al
vacio con 6 N de HCl y 0.05% de fenol. El peso molecular minimo obtenido del analisis de
aminoacidos se confirmd por espectrometria de masas, utilizindose un aparato Finnegan-
MAT.
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El péptido purificado se secuencid en un ProSequencer modelo 6600 de
MilliGen/Biosearch.(divisién de Millipore) en membranas de unién covalente Sequelon-
AAK siguiendo los protocolos descritos por la compaiiia. Se usé péptido nativo para
secuencia directa, asi como los péptidos aislados por CLAP provenientes del rompimiento
con la endopeptidasa Asp-N (Boehringer Manheim). Las digestiones se hicieron con 100
Hg de péptido cada vez disolviéndolo en amortiguador de fosfatos 50 mM pH 8.0, e
incubandolo durante 4 horas a 37° C usando una dilucion 1:100 (enzima:péptido).

La cuantificacion del contenido de proteina durante los procedimientos cromatograficos se
calculé asumiendo que una unidad de absorbancia a 280 nm equivale a | mg/mi de
proteina. La concentracion verdadera de péptido para la curva dosis-respuesta en bacterias,
se determiné en base al analisis de aminoacidos.

Sintesis quimica del péptido y su purificacién

Se utilizé el método de fase sélida (Merrifield, 1963), mediante el uso de BOC-
aminoacidos. La eficiencia de la incorporacion de cada aminoacido se determiné por
reaccién de ninhidrina. Al final de la sintesis el péptido se liberé de la resina por
rompimiento con acido fluorhidrico. El péptido se purificé primeramente pasando por una
columna de Sephadex G-10, para eliminar contaminantes de bajo peso molecular y después
por CLAP, usando una columna semi-preparativa C4 fase reversa, con un gradiente lineal
de acetonitrilo de 30-60% en presencia de 0.1% de acido trifluoroacético en 60 minutos.
Posteriormente se recromatografié en una segunda columna, analitica CI8 de fase reversa
(Vydac), con el mismo gradiente.

Ensayos de inhibicién de crecimiento bacteriano en fase liquida

Se incubaron 5 il de cada fraccidn, a ser ensayada, resuspendida en 0.01% de 4cido acético
y 0.2% de albumina sérica bovina (BSA) a diferentes concentraciones en microplacas de
ensayo de 96 pozos con 45 ul de un cultivo conteniendo aproximadamente 1x10° bacterias
por mililitro. El crecimiento microbiano se monitored por medida de densidad optica a 492
nm, en un lector BioRad EIA modelo 2550, después de incubar por 18 horas a 37° C. Como
control negativo se usé BSA 0.2% con 0.01% de acido acético, y como control positivo
formaldehido al 0.4%. Las cepas usadas fueron obtenidas de la coleccion del Instituto
Nacional de Salud Publica, México.

Ensa-yo de actividad hemolitica

Se utiliz6 sangre humana fresca lavandola tres veces con amortiguador salino de fosfatos
(PBS), a pH 7.4, y centrifugando cada vez por |5 minutos a 900x £- Se hizo una suspension
al 0.5% con PBS. Se incubaron 195 ul de esta suspension en microplacas de ensayo de 96
pozos con 5 pl de péptido a diferentes concentraciones. Se utilizdé como control positivo
(100% de lisis) una solucion al 1% del detergente Triton X-100. Después de incubar por 1
hora a 37° C se centrifugé la muestra a 900 x g por 2 minutos y se leyo la absorbancia de
100 pl del sobrenadante a 541 nm en un espectrofotémetro Beckman DU-50.
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Preparacion de vesiculas unilamelares pequeiias (SUV)

Se colocé | mg de fosfolipido solubilizado en cloroformo, ya sea 1,2-diphytanoyl-
sn—glycero-3-fosfocolina (DPhPC), o una mezcla 1:1 en peso de éste y [,2-diphytanoyl-sn
—glycero-3-fosfoserina (DPhPS), obtenidos de Avanti Polar Lipids, Inc. (Alabaster, AL),
en un tubo de ensayo. Después de la evaporacion del solvente bajo corriente de nitrégeno,
la pelicula de lipido se hidraté con 500 pl de amortiguador conteniendo 150 mM KCl y 10
mM Hepes, pH 7. La dispersion de lipido resultante se agitd en vortex y posteriormente se
sonico en frio en un sonicador de baiio, entre 15 y 20 min, hasta obtener una solucién
transparente.

Estudio de permeabilidad de membrana: ensayo de difusion de potencial mediado por
valinomicina (Loew, 1983; Sims, 1974)

Se tomaron 14 ul de la suspensién de SUVs (para una concentracion final de 40. 2 uM), y
se diluyeron en 900 ul de un amortiguador isoténico libre de potasio (150 mM metil-
glucamina (MeGlc), 10 mM Hepes, pH 7); se afiadid | ul (para una concentracién final de
I uM) del colorante fluorescente y sensible a potencial, 3, 3’-diethylthio-dicarbocyanine
iodide (diS-C2-5, PM 492), obtenido de Molecular Probes (Eugene, OR. USA). En seguida
se afadio valinomicina (1 pl, para una concentracién final de 1 nM), con objeto de crear
lentamente un potencial de difusion negativo dentro de las vesiculas. reflejandose en una
disminucion en la fluorescencia del colorante. Una vez que la fluorescencia se estabilizo,
lo cual tomé entre 5 y 8 min, se fueron afiadiendo diferentes cantidades de péptido, hasta la
completa disipacién del potencial de difusion, el cual se reflejo en un incremento gradual
en la fluorescencia, monitoreada en un espectroflorémetro Beckman LD50, con una
longitud de onda de excitacién a 620 nm, y de emision a 670 nm. El porcentaje de
recuperacion de la fluorescencia, Ft, se definié como:

Ft= (It-Io/ If-I0) 100
En donde It es la fluorescencia observada después de la adicion de péptido en el tiempo t;

Io es Ia fluorescencia después de la adicion de valinomicina, e If es la fluorescencia total
antes de la adicion de valinomicina,
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RESULTADOS
Aislamiento y purificacién del péptido

El veneno del alacran Hadrurys aztecus fue inicialmente separado por cromatografia en
Sephadex G-50, obteniéndose el perfil mostrado en la figura 1. En esta separacion se
obtuvieron siete fracciones (numeradas del I al VIl en la Fig. 1, en cuya leyenda también se
incluyen las recuperaciones). De éstas, la nica capaz de inhibir el crecimiento de £ coli, a
las concentraciones utilizadas (al rededor de 5 pg por ensayo) fue la fraccién II1.

Los tubos correspondientes a esta fraccién se mezclaron y liofilizaron. Soluciones
posteriores de este material, en cantidades de alrededor de 2 mg por aplicacion, fueron
sometidos a la columna de CLAP (Cl8, semi-preparativa) resultando el perfil
cromatografico de la figura 2. Més de veinte sub-fracciones fueron obtenidas como se
puede observar en la Fig.2, en donde el componente marcado con asterisco (el ultimo, que
eluye a los 50 minutos) mostraba actividad antimicrobiana. Esta sub-fraccion fue
finalmente aplicada a una columna analitica de CLAP resultando un componente puro
(véase inserto Fig.2). De acuerdo a los calculos de recuperacion cromatografica, este
peptido corresponde al 1.7% del veneno total.

Determinacion de la estructura primaria

La secuencia de los primeros 30 aminoacidos del extremo amino terminal se determiné
directamente; la secuencia completa se obtuvo por secuenciacion de un fragmento obtenido
mediante el rompimiento del péptido con la endopeptidasa AspN (Fig.3). Se encontraron
tres sub-péptidos en la CLAP de este hidrolizado (Fig. 2a). El primero en eluir, a los 33.4
minutos (mismas condiciones que la Fig.2), correspondio a la secuencia indicada en la
figura.

El analisis de aminoacidos realizado por triplicado mostré que se trataba de un péptido con
peso molecular minimo compatible con ia presencia de al menos 38 residuos de
aminoacidos, con un coeficiente de extincion molar de 20, 539,

Debido a que los analisis de aminoacidos del péptido nativo mostraron una gran variacion
en cuanto a los nanomoles presentes de cada aminoacido, se procedié a analizar los
péptidos provenientes del hidrolizado con AspN, obteniéndose los resultados que se
muestran en la tabla 1, y que coinciden con los datos de la secuencia.

El péptido nativo sometido a analisis de espectrometria de masa demostré ser homogéneo y
tener un peso molecular de 4,435.3 Da, contra 4,436.15 Da del esperado. El peso molecular
determinado por espectromotria de masas del fragmento C-terminal, separado a los 33.4
minutos, fue de 2265.3 Da, lo que coincide perfectamente con el peso del nimero de
aminoacidos encontrado por secuenciacién directa de este sub-péptido en el
microsecuenciador automatico.

Asi, los datos de espectrometria de masas, la secuencia de aminoacidos y la cuantificacion
de éstos, concuerdan con la secuencia de la figura 3. Se trata de un péptido de 41 residuos
de aminodacidos, 7 de los cuales son basicos, que por provenir de un alacran del género
Hadrurus, 'y por su efecto antibacteriano, resolvimos llamarlo Hadrurina. La Hadrurina
tiene un punto isoeléctrico calculado de 11.08.
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Fig.l. Separacién por filtracion molecular del veneno de Hadrurus aztecus.
El veneno soluble (69 mg en 1.5 ml) se fracciond en una columna de Sephadex G-50 superfino (0.9
X 150 cm) equilibrada y corrida en amortiguador de acetato de amonio 20 mM, pH 4.7, a un flyjo
de 12 ml/h. Se colectaron tubos con 1. 5 mi ¥ se agruparon de acuerdo a la absorbancia leida a 280
nm como se indica en las barras horizontales. La recuperacién total fue del 81%, del cual
aproximadamente el 25% corresponde a la fraccién I, el 17% a la fraccién II, el 29% a la fraccién

Iy el 29% restante a las demds fracciones menores. La fraccién 11 contenia efecto antimicrobiano
para E. coli.
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Fig. 2. Separacién por CLAP de la fraccién III.
La fraccién III de la Fig. 1 (18 mg) se separ6 en una columna C18 semi-preparativa de fase reversa,
con un gradiente lineal de 100% de solucién A (0.12% de TFA en agua) a 60% de solucién B (0.1%
de TFA en acetonitrilo) durante 1 hora a un flujo de 2 mi/h. El componente marcado con asterisco
presenté efecto antimicrobiano en contra de E. coli; se comprobd su pureza por CLAP (véase
inserto en esta figura) , andlisis ¥y secuencia de aminodcidos, asi como por espectrometria de masas.
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Fig. 3. Secuencia de aminescidos de la Hadrurina.

La secuencia de aminodcidos se obtuvo de manera directa y con fragmentos purificados por CLAP después
de digerir con la endopeptidasa AspN. Muestras conteniendo aproximadamente 1 nmol se aplicaron al
secuenciador. La secuencia directa de Hadrurina permitié determinar la secuencia inequivoca de los
primeros 30 residuos (glicina 1 hasta valina 30), marcado con la letra d. Uno de los péptidos puros,
obtenidos por CLAP, después de la digestién enzimética, resolvi6 la posicion de los aminodcidos desde del
dcido aspdrtico 21 a la alanina 41, como indica la figura (marcado con AspN), mostrando una extensa region
de sobre-cruzamiento. .

TABLA 1. Composicién de aminodicidos de Ios fragmentos de digestién del péptido con AsnN

Secuencia obtenida: Secuencia obtenida:
DTIKSIASKVWNSKTVQ DLKRKGINWVANKLGVSPQAA
Aminodcido | No. de No. de Aminoacido |No. de No. de
residuos | residuos residuos residuos
esperados | obtenidos esperados | obtenidos
Ala 1 1.1 Ala 3 2.9
Arg 0 Arg |
Asn 1 Asn 2
Asp 1 2.2 Asp 1 3.1
Cys 0 0 Cys 0 0
Gln 1 Gln 1
Glu 0 1.1 Glu 0 1.2
Gly 0 0 Gly 2 23
His 0 0 His 0 0
Ile 2 1.7 Ile 1 0.7
Leu 0 0 Leu 2 1.8
Lys 3 33 Lys 3 2.9
Met 0 0 Met 0 0
Phe 0 0 Phe 0 0
Pro 0 0 Pro 1 0.9
Ser 3 2 Ser 1 1.1
Thr 2 1.6 Thr 0 0
Trp 1 Trp 1
Tyr 0 0 Tyr 0 0
Val 2 1.7 Val 2 1.6
Total 17 16 Total 21 19

1.- Asn y Gln, se reportan en el andlisis como Asp y Glu, respectivamente.
2.- El andlisis no permite la identificacién de Trp ni de Arg.
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Actividad antibacteriana y citotéxica

En la figura 4 se muestran los resultados promedio, de al menos tres experimentos
independientes, de la aplicacion de Hadrurina a cultivos de aislados clinicos de bacterias.
La actividad antibacteriana $¢ probd en una serie de cepas, observandose una mayor
sensibilidad en £. coli 109, S, marscencens ATCCI13880 y £. cloacae 129, con MICs
menores a 10 pM. Los cultivos de S. thyphi y

K. pneumoniae se ven relativamente poco afectados hasta concentraciones de 30 UM de
péptido, pero a 40 UM la inhibicion del crecimiento es practicamente total. El resto de las
cepas presenta una inhibicién gradual de su crecimiento, la cual es total para todas a 50 UM

La actividad citotoxica se presenta en la figura 5; aunque se observé bastante variabilidad
en cada repeticion (representada por un color y una linea diferente en la figura), y sélo se
incluyen las mas homogéneas, a una concentracion de 10 UM ya se observa una actividad
importante. Este experimento se realizé con veneno total de los alacranes Centruroides
limpidus, Centruroides noxius, Pandinus imperator, Anuroctonus pheodactilus v Hadrurus
@-fecus. a una concentracion de 150 pg/ml. obteniendo resultados positivos solo con ¢
veneno de este ultimo organismo (datos no mostrados).

Sintesis del péptido en fase sélida

Con el objeto de caracterizar en mayor medida este péptido y confirmar definitivamente la
estructura primaria propuesta, se sintetizé y purifico a homogeneidad 200 mg de la
Hadrurina, obteniendo un rendimiento final del 7% del péptido puro. La identidad de]
péptido sintético fue confirmada por secuencia del extremo amino terminal y por CLAP
(figura 6). En esta tigura, la letra a corresponde a una muestra de la Hadrurina nativa, tal
como es obtenida por purificacién del veneno; la letra b es el producto sintético puriticado
por CLAP y la letra ¢ una mezcla de 50% de Hadrurina nativa y 50% de Hadrurina
sintética, obteniéndose un solo pico simétrico. La actividad antibacteriana del péptido
sintético fue esencialmente la misma que la del nativo, con lo que se comprueba su
identidad, funcionalidad ¥ correcta estructuracion.

Analisis de la secuencia

La comparacién de la estructura primaria de la Hadrurina contra las presentes en la base de
datos Swissprot utilizando el programa Fasta de GCG no revel$ inicialmente similitudes
significativas con ninguna proteina conocida. Sin embargo, utilizando un banco de
secuencias de péptidos antimicrobianos creado con objeto de sensibilizar las bisquedas, se
€ncontré una similitud significativa de los 10 primeros residuos del extremo amino terminal
con la brevinina 2e y la gaegurina 4, con seis o siete residuos idénticos a ellas y tres o dos
similares, respectivamente (figura 7, parte superior). El resto de la secuencia no presenta
similitudes importantes, sobretodo tomando en cuenta la presencia del puente disulfuro en
el extremo carboxilo de los péptidos de rana (rana box), el cual no se encuentra en la
Hadrurina. '

Por lo que respecta al carboxilo terminal, la Hadrurina presenta similitudes a partir del
residuo 14 con las cecropinas, sobretodo con la cecropina P! de cerdo, compartiendo
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Fig. 4. Actividad antibiética de la Hadrurina.

La inhibicién del crecimiento sc estimé monitoreando el decremento en la absorbancia a 492 nm,
después de incubar a los microorganismos con diferenies concentraciones de péptido por 18 hr a
370C. Al tempo cero la absorbancia era igual a cero. Después de 18 horas de incubacién, la
absorbancia era mdxima para los cultivos controles positivos, pero para los cultivos en presencia de
distintas concentraciones de Hadrurina, la absorbancia disminuia de acuerdo a la curva indicada en
la grifica. Como control negativo se us6é BSA 0.2% con 0.01% de 4cido acético, y formaldehido al
0.4% como control positivo, para cada tipo de microorganismo ensayado, donde a Salmonella
thyphi, b Klebsiella pneumoniae 9, ¢ Enterococcus cloacae 129, d Pseudomonas aeruginosa
PG201, e Pseudomonas aeruginosa ATCC9027 £ Enterococcus Jeacalis 51, g Fscherichia coli
109, h Serratia marscencens ATCC13880.
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Fig.5. Efecto hemolitico de la Hadrurina
La actividad hemolitica se estimé monitoreando el incremento en la absorbancia a 541 nm, después de
incubar a la muestra de sangre en PBS con diferentes concentraciones de péptido por una hora a 37 oC.

Como control positivo se utilizé Triton X-100 al 1%; y como control negativo BSA 0.2% con 0.01% de
4cido acético.
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Fig. 6. - Comprobaci6n por CLAP de la identidad de Ia Hadrurina sintética con la nativa.
a.- Separacién de 20 pug de Hadrurina nativa. b. - A
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aproximadamente la misma extension, el primer residuo de Trp, el triplete Ser-Lys-Thr, el
triplete de residuos bésicos (Lys-Arg-Lys en Hadrurina y Lys-Lys-Arg en CecP1), la Pro
cerca del extremo carboxilo, y algunos otros residuos similares (figura 7, parte inferior). En
esta figura se puede observar que también existen similitudes con el resto de las cecropinas,
y se arreglo de tal manera que se maximizara la homologia con éstas. Las diferencias mas
importantes de la Hadrurina con estas secuencias se producen por la presencia del Trp 29,
cuyo equivalente no existe en las cecropinas, y de la Gln 20, ya que el residuo consenso en
esta posicion es Lys.

Las comparaciones de la Hadrurina contra la Br2e, Gae4 y CecPl resultaron ser
significativas (no debidas al azar), lo cual se evalu¢ mediante el programa Gap del paquete
GCG.

Los algoritmos de prediccion de estructura secundaria de Chou-Fasman (1978), del Baylor
College of Medicine (BCM) (Solovyev, 1994), SOPMA (Geourjon, 1994, 1995), y PHD
(Rost, 1993a, b, 1994), predijeron un contenido de alfa hélice de 68.3%, 51.2%, 46.3% y
63.4% respectivamente, con un indice de confianza de alrededor de 65%. Las regiones
helicoidales se muestran en la figura 8a. En ellas se aprecia un consenso en cuanto a la
presencia de una region para la que no es posible detinir estructura, localizada entre los
residuos 12 y 16.

Con objeto de predecir las regiones hidrofobicas e hidrofilicas de la estructura secundaria.
se empled el modelado de rueda helicoidal (Schiffer y Edmundson, 1967). El modelo
resultante se muestra en la figura 8b, y comprende dos regiones helicoidales. La primera
abarca del residuo 1 al 11, y la segunda comprende el resto de la secuencia a partir del
aminoacido 18. Para mostrar una conformacion anfipatica, con la mayoria de los residuos
hidrofobicos e hidrofilicos en lados opuestos de la hélice, la segunda hélice tiene que rotar
aproximadamente 100° con respecto a la primera, lo cual podria ser satisfecho por la
flexibilidad de los residuos 12 a 16 propuesta por los algoritmos de prediccién de
estructura.

Con base en los datos anteriores se generé un modelo de estructura tridimensional, el cual
se muestra en la figura 9; en €l se pueden apreciar las dos hélices anfipaticas propuestas
separadas por una region flexible.

Estudio de permeabilidad de membrana

Se examing la eficacia de la Hadrurina en perturbar el empaquetamiento de lipidos de
liposomas y causar la salida de su contenido, utilizando el ensayo de disipacion del
potencial de difusién. Para ello se mezcl6 al péptido, en cantidades crecientes, con las
vesiculas (en concentracién constante), pretratadas con el colorante fluorescente y
valinomicina. Se monitore6 la recuperacion de la fluorescencia y se grafico contra la
relacion molar péptido/lipido (P/L}, cuyo rango fue de 0.002 a 0.15 (figura 10). Cada punto
representa, para los liposomas de PC y PC/PS, la media de cinco y tres experimentos
independientes, respectivamente. Se observé una actividad perturbadora en los liposomas
de PC desde las mas bajas relaciones P/L usadas, incrementandose gradualmente, mientras
que los liposomas de PS/PC fueron relativamente insensibles, hasta que se llegd a una
concentracion critica en donde se recuperd el 50% de la fluorescencia en promedio, hasta
recuperar el 100% de la fluorescencia a un relacion P/L un poco mayor de 0.1. Los
liposomas de PC también recuperaron el 100% de fluorescencia a esta relacion.
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La actividad minima de la Hadrurina fue observada con las vesiculas de PC con un radio
P/L de 0.008, lo que corresponde a un radio molar L/P de 125. Si asuminos un diametro de
vesicula promedio de 35 nm, tomamos en cuenta que cada molécula de fosfolipido abarca
un area de 70 A’, y consideramos una distribucion aleatoria de los mondémeros de
Hadrurina en los liposomas, entonces aproximadamente 40 moléculas de péptido se unen a
una vesicula.

Realizando el mismo calculo para las vesiculas de PC/PS, en donde la actividad minima se
observa a radios P/L de 0.096, tenemos que se unen mas de 500 moléculas a una vesicula.
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Figura 7. Similitud de la Hadrurina con otres péptidos antimicrobianos.
Se observa una gran similitud de los diez primeros residuos del extremo amino terminal de la
hadrurina con las brevinina 2e y la gaegurina 4 de piel de rana. Por otro lado, el extremo carboxilo
terminal muestra una mayor similitud con la cecropina 1 de cerdo, aunque también tiene una serie
de aminoécidos consenso con ¢l resto de las cecropinas. Obsérvese que la cecropina P1 no tiene el
segmento correspondiente a los 12 primeros aminodcidos de la Hadrurina. Las biisquedas de
homologfa se hicieron con el programa Fasta, los alincamientos con Pileup, y la significancia con
el programa Gap del paquete GCG, utilizdndose blancos para maximizar las homologias.
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Figura 8. Prediccién de la estructura secundaria y diagrama de Schiffer-Edmundson

a. Resultados de la prediccién de cuatro diferentes algoritmos, los cuales muestran una propension
helicoidal de los primeros 11 residuos, seguida por una zona de hasta cinco residuos no definida,
para terminar con una segunda zona helicoidal.

b. De acuerdo a los resultados anteriores, se muestra la probable conformacién alfa-helicoidal
anfipdtica de la Hadrurina, con una hélice de los residuos 1 a 11 y otra del 18 en adelante. Los
cuadros indican aminodcidos hidrofébicos. Se muestra el nimero de residuo a partir del amino
terminal. La figura se cre6 con el programa Helicalwheel del paquete GCG.
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Figura 9. Modelo de la estructura tridimensional de la Hadrurina
De acuerdo a los resultados de los programas de prediccidn de estructura secundaria se realizé un
modelo con cdlculos de minimizacion de energia y dindmica molecular, usando el programa de
desplegamiento grafico INSIGHT II y los paquetes HOMOLOGY, BIOPOLYMER y DISCOVER
de Biosym Technologics. Se observa la presencia de un asa de los residuos 9 al 15, Los residuos
hidrofébicos se muestran en negro, y los cargados en violeta.
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Figura 10. Disipacién méxima del potencial de difusién de vesiculas inducida por
Hadrurina. La Hadrurina fue afiadida a un amortiguador isot6nico libre de potasio conteniendo a
las vesfculas preequilibradas con el colorante fluorescente diS-C2-5 y valinomicina. Se grafica la
recuperacion de la fluorescencia medida en el momento de su estabilizacion después de mezclar con

el péptido.
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DISCUSION

El analisis de la actividad antimicrobiana que esta presente constitutivamente en el veneno
del alacran Hadrurus aztecus reveld la presencia de una molécula perteneciente a la familia
de los péptidos antimicrobianos, y que denominamos Hadrurina. Este descubrimiento
confirma la aparicién temprana de este tipo de moléculas dentro del reino animal, dada la
antigiiedad de estos aracnidos.

La Hadrurina es un péptido que fue purificado por un protocolo de tres pasos incluyendo
uno de cromatografia de exclusién molecular y dos de CLAP. El seguimiento de la
actividad se realizé mediante ensayos de inhibicién zonal de crecimiento bacteriano (E.
coli). La homogeneidad de la preparacion final se comprobd por secuencia y analisis de
aminoacidos, espectrometria de masas, y sintesis en fase s6lida. Se obtuvo una molécula de
41 residuos de aminoécidos de caracter basico (siete residuos de este tipo, tres de los cuales
estan agrupados de la forma Lys-Arg-Lys); y que cuenta ademas con dos aminoacidos
acidicos y dos triptofanos. Este péptido no presenta cisteinas, lo que hace una diferencia
importante con los péptidos de alacran reportados hasta la fecha, todos ricos en este
aminoécido, incluyendo aun a los peptidos antimicrobianos encontrados en |4 hemolinfa de
otros alacranes (Cociancich et al, 1993; Ehret et al, 1996).

Este hallazgo se suma a los de los péptidos de este tipo aislados del veneno de animales: la
melitina de abeja (Fennell er a/, 1968), Ia crabrolina de abejorro (Argiolas v Pisano, 1984),
y las lycotoxinas de arafia (Yan y Adams, 1998). Los dos primeros péptidos presentan, al
igual que la Hadrurina, actividad contra células eucariotes ademas de su actividad
antibi6tica, por lo que son también consideradas como toxinas. Fisiologicamente estas
moléculas podrian presentar tanto funciones de ataque como de defensa. lo que explicaria
su presencia permanente en el veneno; ademas, aunque su sintesis continua consume
mucha energia, no requiere la existencia de un sistema complejo de reconocimiento nj
cascadas regulatorias que conduzcan a la transcripcion rapida de estos genes por reto.

La actividad hemolitica ya habia sido reportada para el veneno de los alacranes Nebo
hierichonticus (Rosin, 1969), Heterometrus Julvipes (Venkaiah, 1983), v Tinwus serrulatus
(Correa, 1997). Sin embargo, ésta no es inherente a todas las especies va que, como se
menciond en los resultados, de cinco especies distintas (cuatro géneros probados) de
alacranes, solo el Hadrurus la presento. Este ensayo se realizé en ausencia de calcio, con
lo que se excluye la interferencia de fosfolipasas de tipo A2, ya reportadas para alacranes
como Pandinus imperator (Zamudio, 1997). Este hecho podria apuntar a que esta especie,
Cuyo piquete no muestra toxicidad para mamiferos, y s6lo a concentraciones elevadas el
veneno es toxico para insectos como grillos y crusticeos como acociles, ha desarrollado
mecanismos de ataque paralelos a la produccién de toxinas bloqueadoras de canales
i0nicos, las cuales ya se han encontrado también en este alacran (Torres-Larios ef al, 1997;
Prestipino, comunicacién personal), y posiblemente dirigidos hacia blancos aun no
caracterizados.

La Hadrurina es activa, a concentraciones micromolares, en contra de una variedad de
bacterias patdgenas a humanos. Cabe resaltar que en este estudio se utilizaron aislados
clinicos cominmente resistentes a antibidticos, y sin pared celular alterada, lo que explica
las MICs relativamente altas encontradas, ya que cominmente se reportan resultados
utilizando cepas sensibles. La actividad contra estas bacterias eventualmente podria ser
interesante desde el punto de vista aplicado. Desafortunadamente, el tamaiio de la molécula
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hace dificil su produccion en masa, aunque su factibilidad se demostré en este trabajo
mediante su sintesis quimica, lo que también corroboré la veracidad del hallazgo. Sin
embargo, seria conveniente localizar dominios cortos del péptido activos que faciliten la
sintesis quimica, el desarrollo de analogos, y que disminuyan las concentraciones efectivas
peso/volumen para su posible aplicacién clinica.

El examen de la secuencia de {a Hadrurina muestra que los diez primeros residuos del
amino terminal tiene similitudes importantes con el extremo correspondiente de las
brevininas de tipo 2, sobretodo con la brevinina 2¢ y gaegurina 4, que presentan un residuo
de aspartico en la posicion 4, al igual que la Hadrurina, ademas de los otros ocho residuos
idénticos o similares. Sin embargo, después de esta zona de méaxima homologia es
necesaria la introduccién de un blanco para maximizar las identidades, las cuales son
reducidas, tomando también en consideracién que el patron estructural formado por las
cisteinas, presente en los péptidos de piel de rana, no se encuentra en nuestro peptido. Es
por eso que en lo concerniente a la homologia en el extremo carboxilo terminal
encontramos mas similitudes con las cecropinas, en particular con la cecropina aistada de
cerdo, que es la que menor semejanza guarda con el resto de las secuencias de este grupo.
Las similitudes de la Hadrurina con la CecP1 son pocas pero significativas, y hay que tomar
en cuenta que se presentan ademas identidades con las otras cecropinas.

Asi, nuestro péptido parece compartir caracteristicas secuenciales con ambos tipos de
péptidos, haciendo de él una especie de hibrido que, a diferencia de la diptericina, las
penaedinas y “big defensin”, podria ser compatible con la estructura tridimensional de
ambas regiones; la estructura predicha en la region amino terminal para las brevininas es
alfa helicoidal, mientras que la estructura de la CecPl se ha descrito también como
helicoidal. Por otro lado, los algoritmos de prediccion de estructura indican que la
Hadrurina tiene propension de asumir una conformacion alfa helicoidal comprendiendo los
residuos | a 11 y 18 a 41. Cuando estas regiones se grafican en una proyeccion de Schiffer-
Edmundson, los residuos hidrofébicos estin alineados en una porcion del cilindro
helicoidal, y abarcan, de una manera bien definida, aproximadamente una tercera parte del
area en la primera hélice, mientras que en la segunda, estos aminoacidos abarcan la mitad
del area. Los angulos hidrofobicos marcados sugieren que ambas hélices tienden a estar en
la superficie de la membrana. Los residuos de lisina no se encuentran agrupados sino
distribuidos a lo largo de la superficie polar, e inclusive se encuentran dos residuos de este
ammoacido dentro de la region hidrofobica de la segunda hélice. Otros tres de los siete
residuos basicos se encuentran en la regién hidrofilica (uno en la primer hélice y dos en la
segunda), y los dos restantes estdn en la zona no definida estructuralmente (residuos 12-17),
Y que es necesaria para que las dos regiones anfipaticas puedan adoptar la misma
orientacion.

Ei modelo final de la estructura tridimensional muestra a las dos hélices anfipaticas unidas
por un hexapéptido de conformacion indefinida, conteniendo, ademas de los dos residuos
basico ya mencionados, uno de los residuos de triptofano, por lo que el papel que juega esta
zona en la actividad podria ser muy importante. La sintesis quimica provey6 del material
necesario para un futuro estudio de NMR con el fin de validar la hipétesis de esta
estructura. Ya se han realizado estudios preliminares de este tipo con el péptido nativo en el
laboratorio de la Dra. Muriel Delepierre en el Instituto Pasteur, Paris. El espectro
unidimensional de protones de la Hadrurina en solucion acuosa no mostré indicacién de
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una estructura definida (datos no mostrados), lo cual era previsible debido a la ausencia de
motivos que impriman constricciones estructurales, por lo que sera necesario realizar estos
estudios en ambientes no acuosos, como para la mayoria de los péptidos helicoidales.
Muchas lineas de evidencia experimental han demostrado que la habilidad de formar
hélices anfipaticas en la interfase de la membrana esta directamente correlacionada con las
propiedades antimicrobianas y citoliticas de estos péptidos, esto es, que sus actividades se
deben a permeacion de membranas a través de interacciones péptido-lipido, y no a un
reconocimiento mediado por algin receptor. Una manera de entender el mecanismo
molecular por el que estas hélices producen el efecto litico es a través de estudios de unién
y perturbacion de membranas fosfolipidicas modelo, pudiéndose escoger entre los sistemas
de bicapas lipidicas planas o el de vesiculas.

En el sistema de bicapas se puede estudiar la formacién de canales de una manera mucho
més sensible, ya que se puede detectar un sélo canal conductor en una membrana plana de
100 micras de didmetro con 10" moléculas de lipido, mientras que una vesicula de 100 nm
de diametro sélo esta constituida por 10° moléculas de lipido ( Matsuzaki, 1998).

El sistema de vesiculas tiene la ventaja de ser cerrado. por lo que se mimetiza a la célula, y
cualquier estrés impuesto asimétricamente se puede transmitir a la otra monocapa
(Matsuzaki, 1998), y aunque la preparacion de liposomas es heterogénea en términos de la
tension superficial y de las diferencias entre la distribucidn de lipidos entre las monocapas
como resultado de diferencias en tamario (Gomes, 1993), y puede presentarse agregacién y
fusién de las vesiculas, sobre todo cuando se usan SUVs (Matsuzaki, 1995b), es el mas
ampliamente usado debido a las caracteristicas no homogéneas de los canales que dificultan
su estudio en bicapas.

Estudios previos han mostrado que los péptidos antimicrobianos no hemoliticos, como las
cecropinas, dermaseptinas y magaininas, tienen una baja actividad perturbadora sobre
membranas zwitterionicas comparada con la presentada sobre fosfolipidos cargados
negativamente. Se presenta lo contrario para los péptidos que también presentan actividad
citolitica; por ejemplo, la melitina rompe vesiculas de PC, cuya lisis se correlaciona con la
de eritrocitos humanos, a una concentracion casi diez veces mayor que la requerida para
romper liposomas de PS (Matsuzaki, 1995a), y se observa el mismo comportamiento con la
pardaxina (Oren, 1996).

Los ensayos realizados con Hadrurina muestran que ésta tiene preferencia en lisar
fosfolipidos zwitterionicos de PC a bajas concentraciones; a relaciones péptido/lipido mas
altas también se presenta actividad en fosfolipidos acidos de PC/PS, provocando un 100%
de lisis a la misma relacion en donde se presenta también lisis total en los liposomas de PC.
Tomando en cuenta que el drea superficial ocupada por un péptido alfa helicoidal de 41
aminoacidos es de 690 A’ aproximadamente, el nimero de monémeros unidos a las
vesiculas de PC cubririan un 8% de la superficie del liposoma al momento en que se
empieza a registrar perturbacion de la membrana, mientras que practicamente formarfan
una monocapa que cubriria toda la superficie de las vesiculas de PS/PC para también
comenzar a notar algun efecto. Este resultado es indicativo del distinto tipo de interacciones
que rigen el comportamiento lipido-péptido; por un lado, las hidrofébicas, que en el caso de
los liposomas de PC tienen mayor influencia, y que para la Hadrurina parecen ser
particularmente importantes, promoviendo posiblemente su oligomerizacion, y por otro las
electrostaticas, mas determinantes para la interaccion con los liposomas de PC/PS, las
cuales para tener influencia requieren de una concentracion critica mayor.
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La actividad en liposomas de PC, como ya se menciond, estd controlada, entre otros
factores, por la hidrofobicidad del péptido, la cual a su vez se correlaciona con la
heliticidad en ambientes membranales. Una manera de estimar experimentalmente este
parametro es determinando el tiempo de retencion en la matriz de fase reversa de la
columna de CLAP, el cual esta dado predominantemente por la extension de las
interacciones hidrofobicas (Regnier, 1987). Mientras mayor es este tiempo, correspondiente
a un porcentaje cada vez mas aito de acetonitrilo, mas hidrofobica sera la molécula en
cuestion. Nuestro péptido tiene un tiempo de retencion que corresponde aproximadamente a
la presencia de un 50% de acetonitrilo en el amortiguador de elucién. Considerando el
porcentaje de este solvente que requiere la melitina para eluir de la columna en condiciones
similares, que es de 53% (Blondelle y Houghten, 1991), podemos considerar que la
Hadrurina casi es tan hidrofobica como ella.
La hidrofobicidad se puede disminuir aumentando la carga del péptido por introduccién de
aminoacidos cargados, lo cual también aumenta el momento hidrofébico. La sustitucion de
aminodacidos cationicos por negativos no afecta la hidrofobicidad ni el momento
hidrofébico, pero favorece la interaccion con las membranas bacterianas (Wieprecht, 1997).
Asimismo, con el fin de cambiar la hidrofobicidad, pero no otros parametros
fisicoquimicos, con objeto de determinar la importancia de su papel, se pueden seguir las
siguientes reglas:
1} No sustituir las glicinas ya que otro residuo incrementara la propension helicoidal.
2) Mantener el numero y posicion de los aminoacidos cargados para evitar modificaciones
de las propiedades de interaccion electrostatica.
3) Sustituir los residuos hidrofobicos por hidrofdbicos e hidrofilicos por hidrofilicos,
manteniendo asi constantes los angulos correspondientes de la hélice.

4) Mantener el momento hidrofobico por sustituciones simultaneas en ambos lados de la
helice. (Wieprecht, 1997)

En base a los resultados y consideraciones anteriores, proponemos las siguientes variantes
de la Hadrurina a fin de obtener mayor conocimiento de las interacciones péptido-lipido y
que eventualmente nos ayudarian a obtener una selectividad hacia lipidos cargados
negativamente: -

Sintetizar el péptido amidado. La amidacién del C-terminal estabiliza a la hélice debido a la
eliminacién de las interacciones de Coulomb desfavorables entre la carga negativa del
carboxilo y el dipolo de la hélice, con lo que se podria favarecer la actividad hemolitica
pero también la antimicrobiana por aumento de las fuerzas electrostaticas. Esta variante ya
se sintetizo y actualmente esta en proceso de purificacion y prueba.

Cambiar los residuos de ttiptofano por fenilalanina. Este cambio en ocasiones puede anular
inclusive la actividad antimicrobiana, como para la cecropina, pero en péptidos como la
indolicidina sélo ha suprimido la actividad hemolitica (Subbalakshmi, 1996).

Permutar los residuos de acido aspartico por residuos de lisina, disminuyendo asi posibles
repulsiones electrostaticas con las membranas 4cidas.

Por lo que se refiere a las condiciones del ensayo, en este experimento hay que tomar en

cuenta la existencia de un potencial negativo dentro de las vesiculas previo a la adicion del
peptido, lo cual se ha reportado como necesario para la actividad de ciertos péptidos
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antibacterianos (efecto electroforético), por lo que seria deseable realizar otro tipo de
ensayos en ausencia de este potencial con objeto de verificar su influencia.

CONCLUSIONES

1.- Demostramos la presencia, en el veneno de alacranes no retados de la especie Hadrurus
aztecus , de un péptido, denominado Hadrurina, de 41 residuos de aminoacidos, con
caracteristicas antibacterianas y citotéxicas, diferente estructuralmente a cualquier
péptido de alacran reportado hasta la fecha.

2.- La Hadrurina muestra diversas similitudes secuenciales con péptidos antimicrobianos de
organismos muy distantes evolutivamente, lo que demuestra la aparicion temprana y
conservacion de estas moléculas en el reino animal.

3.- Esta molécula, cuya estructura predicha es helicoidal, de caracter anfipatico, tiene
actividad en sistemas modelo de membranas a concentraciones similares a las que se
presenta la actividad antibiotica, con lo que se comprueba la ausencia de receptor en el
proceso de interaccion con su blanco.

4.- La elevada hidrofobicidad de la Hadrurina hace que ademas de poder permeabilizar
membranas de caracter acidico pueda penetrar también sistemas de caracter
zwitterionico incluso con mavor eficacia que la ejercida contra las primeras.

5.- Debido a sus caracteristicas antimicrobianas y hemoliticas, este péptido podria servir
como elemento de ataque y defensa de este artrépodo contra su presa vy microorganis
mos invasores.

PERSPECTIVAS

Sintetizar y probar las variantes del peéptido propuestas con objeto de encontrar una mas
corta y/o con mayor actividad y/o sin efecto hemolitico.

Realizar una mayor cantidad de ensayos biolégicos. Una posible aplicacién terapéutica
exige en primera instancia el contar con espectros de actividad que incluya al menos diez
cepas de cada patdgeno. Asimismo, se podrian buscar otros blancos eucariotes, como
levadura, en donde ensayos preliminares indican actividad, protozoarios, y hongos
filamentosos.

Determinar la estructura tridimensional del péptido en cuestién, la cual generara
informacién util para la sintesis de variantes.

Realizar otro tipo de ensayos con liposomas de composiciones mas vanadas, y dirigidos
también al estudio de la unién y oligomerizacion del peptido.
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3.- Esta molécula, cuya estructura predicha es helicoidal. de caracter anfipatico, tiene
actividad en sistemas modelo de membranas a concentraciones simiiares a las que se
presenta la actividad antibiética, con lo que se comprueba la ausencia de receptor en el
proceso de interaccion con su blanco.

4.- La elevada hidrofobicidad de la Hadrurina hace que ademds de poder permeabilizar
membranas de caracter acidico pueda penetrar también sistemas de caracter
zwitterionico incluso con mavor eficacia que la ejercida contra las primeras.

3.- Debido a sus caracteristicas antimicrobianas y hemoliticas, este péptido podria servir
como elemento de ataque v defensa de este artrépodo contra su presa v microorganis
Mos Invasores.

PERSPECTIVAS

Sintetizar y probar las variantes del péptido propuestas con objeto de encontrar una mas
corta y/o con mayor actividad y/0 sin efecto hemolitico.

Realizar una mayor cantidad de ensayos biologicos. Una posible aplicacion terapéutica
exige en primera instancia el contar con espectros de actividad que incluya al menos diez
cepas de cada patdgeno. Asimismo, se podrian buscar otros blancos eucariotes, como
levadura, en donde ensayos preliminares indican actividad, protozoarios, y hongos
filamentosos.

Determinar la estructura tridimensional del péptido en cuestion, la cual generara
informacion util para la sintesis de variantes.

Realizar otro tipo de ensayos con liposomas de composiciones mas variadas, y dirigidos
tambien al estudio de la union y oligomerizacidn del péptido.
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APENDICE

En cada figura se incluye, en primer lugar, alguna(s) estructuras representativas de cada
grupo de péptidos antimicrobianos. En la descripcion se incluye entre paréntesis el codigo
de la estructura asignado por el Protein Data Bank (PDB). El despliegue de ellas se realizo
a través del programa INSIGHT II de Biosym Technologies.

Enseguida se enlistan las secuencias de péptidos prototipo de cada uno de los descritos en
la introduccion (en ese orden), incluyendo los péptidos homdlogos, hibridos y hemoliticos
dentro de su grupo correspondiente de acuerdo a sus caracteristicas de estructura primana.
El modo de visualizacion se realiz6 con el programa de desplegamiento gratico Seqlab del
paquete GCG. En la nota de esta parte de la figura sélo se incluven obseryvuciones
importantes.

Figura 1. Péptidos alfa helicoidales.

A. |.- magainina (IMAG). 2.- melitina (IMLT)

B. Las primeras seis secuencias comprenden isoformas de cecropinas de Ceratitis capitata
(CECI_CERCA), Drosophila melanogaster (CECB_DROME), Antheraca pernvi
(CECD_ANTPE) (que presenta el tripéptido AGP), Manduca sexta (CEC5_MANSE).
una styelina. y el homdlogo aislado de puerco. Las titimas siete secuencias
corresponden a los péptidos antimicrobianos y hemoliticos alfa helicoidales.

Figura 2. Péptidos con un puente disulfuro.

A. ranalexina (Aumelas, comunicacion personal)

B. Seincluye en primer lugar la secuencia de la bactenecina. cuya estructura no
corresponde como las demas (salvo la thanatina) a la de la ranalexina.

Figura 3. Péptidos con dos puentes disulfuro.

A. protegrina 1 (1PG1)

B. A la estructura anterior no corresponen las secuencias de IbBAMP| ni de MBP1.

Figura 4. Estructura y secuencia de la beta purotionina (1BHP).

Figura 5. Estructura y secuencia de NK lisina (INKL), y secuencia de amoebapore.

Figura 6. Secuencia de los péptidos ricos en ciertos aminoacidos. Se incluye en este grupo
a los hibridos penaedina y diptericina (DIPA_PROTE).

Figura 7. Secuencia de los péptidos antimicrobianos encontrados en alacran. Se enlistan la
butinina, la androctonina, y las defensinas de Androctonus v Leiurus.
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Figura 8. Defensinas de insecto y planta.

A. Estructuras con el motivo CSap:

tionina gama ! H (1GPT)

drosomicina (IMYN)

proteina antifungica | (defensina de plantas RsAFP1) (1AY])

defensina A de insecto (1ICA)

noxiustoxina (1SXM)

brazzeina (1 BRZ)

En estas secuencias se incluyen las dos defensinas de alacran, la sapecina B de
Sarcophaga peregrina (SAPB_SARPE), la defensina A (DEFA_MYTED), la defensina
de Adeschna cyanea (DEFI_AESCY), y la rovalisina de Apis mellifera
{DEFI_APIME).

Enseguida se incluyen las secuencias de la drosomicina. de la defensina de plantas
RsSAFPI, y de la tionina gama 1P.

w™e oo o

Figura 9. Defensinas de mamifero.

A. Estructuras de los dos tipos de defensina.

a. beta defensina 12 de neutrdfilo de bovino (1BNB)

b. alfa defensina 3 de humano (HNP3). La orientacion de la estructura de la parte superior
es la misma que la de de a. y en la vista inferior se puede apreciar la estructura de
canasta descrita en la introduccion.

B. Las dos primeras secuencias corresponden a alfa defensinas; las cinco siguientes a beta
Defensinas, y la Gitima a la big defensin de Tachvpleus tridentatus.
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Caracteristicas principales de los péptidos antimicrobianos (1)

A. Alfa helicoidales
Actividad contra

Nombre Origen Tamaiio | Nimero | Bacterias | Bacterias {  Hongos Eritrocitos Similitudes | Modo de C“r“‘[‘rf;t'l"i',lli:iigf:tf:;::;:_am y
(no. de aa) de gram + gram - | filamentosos | (conc. de 100% expresion traduccionales. Notas,
isoformas de lisis)
cecropinas H. cecropia 154 37 20 X X eslruciura hélicc-dpbluf.-hélicc
S. peregring presentan amidacion
S clava
cecroping Pl inesting de cerdo 31 X Con cecropinas hélice sin doblez
andropina D, melanogasier 34 X constitutiva | Bresenta una clevada proporcion
de residuos acidicos
magatninas X leaviy 21-26 6 X X constitutiva
clavaninas S cluva 23 4 X ligera con los residuos de aminodcidos
A pusitivas son de histidin
| magaininas
lycotoxinas L. carolinensis 25y 27 2 X X Lycot | lisa 50% ligera con péptidus p:iuvcniunlc.s‘dcl veneno
.. > esta arana
a 200 p M) magainina | ©
dermaseptinas P. sauvagei 24-34 11 X X X Dmsd a | uM constituliva |
P. bicolor Dms3 a 80 pM
B3y B4 a 30 uM
pleurocidina P americanus 25 X X con
dermaseptinas
cacrinas Litoria sp. 23-25 7 X X constitutiva dus hélices anfipdticas, con la
segunda cambiada de orientacion
1400 con respecto a la le
misgurina M. anguillicandans 21 X X I
| BMAP 27y 28 hovino 27y 28 X BMAP28 a 100 p M "
LL 37 granulocitos, 37 X X constitutiva expresion constidutiva en
testiculo y ) granulocite
. inducible i e —
ptel de humano n y testiculo; inducible ¢n lesiones
cutdneas




Caracteristicas principales de los péptidos antimicrobianos (2)

A. Alfa helicoidales (Cont.)

Actividad contra
Nombre Origen Tamafio | Nimero de | Bacterias | Bacterias Hongos Eritrocitos Similitudes | Modo de C“r"‘;‘i;gi"i.;’:;iz‘;:;'";";’S'I‘_"es ¥
(no.deaa) | isoformas | gram+ gram - filamentosos | (conc. de 100% expresion traduccionales. Notas.
de lisis)
bombinimas B. variegata 20-24 6 X X entre 15y 50 uM Tres péplidos presentun come
sepundo residuo D-;llulSnIcucmaI
melitina A mellifera 26 X X 0.9 M constitutiva Alfa hélice N-terminal
hidroldbica; )
hélice C-terminal de caracter
bilsico.
Péptido mayoritrio del veneno
|3 de abeja
pardaxina P marmoratus 33 X X X Hélice N-terminal hidrotohica y
C-terminal anlipatica
temporinas | R ermporaria 10-13 ig X Templ a3 pM Presentan amidacion
crabrolinh V. crabro 13 X 32uM con temporinas Cardcter hidrolobico {sdbo una
Arg)
Presenta amidacidn. I
Se aislé del veneno de este
abejorro
B. Con un puente disulfuro
Actividad contra
Nombre Origen Tamaiio | Nimere de | Bacterias | Bacterias Hongos Eritrocilos Similitudes | Modo de C“’“‘"’L‘."i.“-‘ _“'""“'":“'“ l
. . . y modificaciones post-
(no. de aa) | isoformas gram -+ gram - filamentosos | (conc. de 100% expresion traduccionales. Notas,
de lisis)
bactenecina bovino 12 X I’
brevininas, R. brevipoda 20-46 15 X X BrlE a 0.5 uM Todos ¢llos ticnen dos residuos
analey porsg de
r.malt..?una, R. catesheiang Cys enlas pu:i(:iuncs‘ ly?
rugosIngs, R. rugusa ) ‘cunlu- T
gacgurinas y R. esculenta das a partir det C-terminal. EJ
esculentinas N-terminal es variable.
thanatina P, maculiven. 21 X X X con brevinina |




Caracteristicas principales de los péptidos antimicrobianos (3)

B. Con un puente disulfuro (Cont.)

Actividad contra

| Nombre Origen Tamafio | Nimero de | Bacterias | Bacterias |  Hongos Eritrocitos Similitudes Modo de C“”",‘r‘l:‘()’f:i:.:ﬁ:zi(‘::";";:,l;,r,a'“
(no.deaa) | isoformas | gram+ | gram- ! filamentosos | (conc. de 100% expresién traduccionales. Notas.
de lisis)
thanatina P maculoveniris 21 X X X con brevinina | presents amidacion
C. Con dos puentes disulfuro
Actividad cont
. Contra
. Y . Ty . ina . ; L. e en Caracteristicas estructurales y
Nombre Origen Tamaiio | Numero de | Bacterias | Bacterias Hongos Eritrocitos Similitudes | Modo de modificaciones post-
{(no.de aa) | isoformas gram + gram - filamentosos | (conc. de 100% expresion traduccionales. Notas.
de lisis)
taquiplesinas | 70 tridentatus 17.18 4 Lalenre 50y Forman una hoja betiy antiparalela.
Se incluyen dos isoformas aisladas
100 pM tumbién de cangrejo Hamadas poli-
phemusinas
IhAMPs L balsaming 20 4 X
MBP] Z. mays 33 X
protegrinas cerdo 16-18 X con laguiplesinas Presemtan amidacion, fa cual es
y defensinas alfa importante para la actividad.




Caracteristicas principales de los péptidos antimicrobianos (4)

D. Con tres o cuatro puentes disulfuro

Actividad contra

Nombre Origen Tamaio |Namero de |Bacicrias (Bacterias Hongos Eritrocitos Similitudes | Modo de Caracteristicas
(no. de aa) [isoformas |gram+ | gram- | filamentosos | (conc. de 100% expresion estructurales y
de hisis) modificaciones post-
traduccionales. Notas.
defensinas dr'j‘:;:j:)’: 39-43 30 aprox. X estruetural eon Motivo estructural Csafd
de mnsccto Y tonmas y
moluscos defensinas plania
drosomicina
toxinas alacran y
brazzeina
drosomicing |13 melunogaster 44 X
delensinas le'I(i::':lCI:: de 45-54 20 aprox. X constitutiva Existen dos grupos de
de planta fensinas antifungico
P semillas defensinas y Oll’(.l IH.) un gied
Hamado tioninas y
tioninas beta diversos 45 R X Estructura en forma de L invertida;
organos de en ¢l brazo w‘:mcal un par de hiliees
lantas antiparalelas. En el horizomal una
plantas cora hoja beta antiparalela,
alfa detensinas ":‘;:ﬁ::":gg:y 29-35 I+ aprox. X estructural con | constitutiva | Dos hojas beta antiparalelas que
células intestinales beta defensinas | en neutrsiiios | forman un pasador y se unen con
de mamifero una tercer hebra beta méas fexi-
ble sitwada en el amino terminal
beta defensinas [tejido epitelial 38-42 10 aprox. X inducible o
de mamitero constitutiva,
dependiendo
del rejido
big defensin T tridentatus 79 X X mtsmo arreglo Péptido hibrido con N-terminal
de Cys que hidrotobico y C-terminal seme-
beta defensinas Jante a beta defensinas.
penaedinas P. vannamei 50y 62 2 X constitutiva Péptidos hibridos con N-tenminag!

rico en Pro y C-terminal con 6 Cys.




Caracteristicas principales de los péptidos antimicrobianos (5)

E. Ricos en ciertos aminoacidos

Actividad contra

Nombre Origen Tamaiie | Niamero Bacteri- | Bacteri- Hongos Eritrocitos Similitu- | Modo de Caracteristicas
(no. de aa} de as as filamentosos | (conc. de 100% des expresion estructurales y
isoformas | gram+ | gram - de lisis) modificaciones post-
traduccionales. Notas.
PR-39 intesting de 19 X X Péptido amidado con 49% de Pro,
cerdo y heridas con 14 de estos residuos en
de raton dispusicion Pro-Pro, No causa lisis
en membranas modelo.
Bac 5y Bac 7 neutréfilos 43y 59 X X con un péptido Bac3, 18 de 19 Pro estian como
. . — Pro-Pro,
de bovino de € maenas Buc? tiene Pro cada dos residuos.
Homologo de Bac? C. macnay 6.5 kDa X X 28 residuos del N-terminal tienen
60%% de identidad < on Bac7
apidaecina A mellifera I8 3 X ligera con inducible 33%% de Pro. No causi lisis en
3 membranas.
abaccina y
diptericinas
abaecina A meliifera 34 inducible 30% de Pro
diptericinas P. wrranovae 82 5 Los primeros 18 residuos son
similares a
las apidaccinas. El resto es rico en
Gly {25%)
metchnikowina | b, melunogaster 26 inducible
lumbricina L. rubelluy 29 X 15% de Pro. Carga neta de +1
(10 residuus basicos y 9 acidos)
drosocina D. melanogaster 9 X inducible 33% de Pro, agrupadas como Pro-
Arg-Pruo,
O-glicosilade en Thr.
formaccinas M. gulosa 16 2 X inducibles | 30% de Pro, ordenadas sin ningan
molivo
aparente. C-glicosilado en Thr
indolicidina newtréfilos de 13 X X 20 uM Presenta amidacion. Conticne el
bovine Y molar de Trp mas alo
conocido.
péptido rico en médula de 13 X X X Contiene tres Trp.
Tmp puerco
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