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RESUMEN

El desarrollo de nuevos medicamentos es un 4rea de gran interés para la industria farmacéutica y
el drea de la salud; sin embargo, no es una tarea sencilla, y se presentan una serie de
complicaciones que se pueden resumir en el costo de descubrimiento de nuevos compuestos y los
efectos secundarios asociados a la actividad de estos compuestos.

En particular, la estrategia a seguir para encontrar nuevos formacos es el tamizaje de compuestos
mediante “prueba y error”, lo cudl implica una gran cantidad de recursos y tiempo. Mediante la
metodologia in silico desarrollada en nuestro laboratorio se lograron analizar 344,857,923
secuencias peptidicas, prediciendo que solo 30 de ellas serfan toxicas a mitocondrias y bacterias,
siendo este un nimero méis razonable de compuestos a probar experimentalmente en el
laboratorio.

Para abordar el problema de la especificidad, como modelo de prueba se eligi6 a €l par ligando-
receptor: feromona alfa-receptor Ste2, los cuales son especificos de la levadura: Saccharomyces
cerevisiae MATa. Mediante la adicion de aminodcidos a la secuencia del péptido de la feromona
alfa, esta obtuvo las propiedades fisicoquimicas caracteristicas de ciertos antibacterianos; los
cuales se han reportado que al ser expuestos a mitocondrias aisladas, causan su ruptura. De esta
forma se generan péptidos capaces de reconocer una proteina especifica en la superficie de la
levadura, internalizarse en la célula y posteriormente causar muerte celular al dafiar las
mitocondrias de las células seleccionadas.

Por lo regular al generar un formaco especifico se llega a la inevitable necesidad de generar
moléculas mds grandes en las cuales poder ordenar miltiples sitios de uni6n, resultando en
alteraciones en la inmunogenicidad de los compuestos, reduccién en su permeabilidad e
incremento en costos de manufactura. En nuestro disefio las funciones de reconocimiento y
muerte estdn codificadas en un mismo dominio, reduciendo el tamafio requerido para acomodar
las dos funciones en una misma molécula. Los compuestos con estas caracteristicas los llamamos
péptidos troyanos.

Se evalué la actividad y la estructura de 2 nuevos compuestos antifiingicos, determindndose que
los péptidos troyanos causan muerte celular a concentraciones micromolares, en Saccharomyces
cerevisine MATa mediante el reconocimiento del receptor Ste2, independientemente de la
transduccién de sefial del receptor. Estos a su vez tienen efecto como agentes antibacterianos
también a concentraciones micromolares. lLos péptidos presentan las actividades de
reconocimiento y muerte celular en un solo dominio funcional y tienen al menos dos
conformaciones, una estructura no definida y una en forma de hélice alfa, dependiendo del tipo de
solvente.

Este modelo nos permitird en un futuro desarrollar compuestos con accién fungicida contra
enfermedades causadas por hongos patégenos, ya que los medicamentos actuales pueden causar
toxicidad debido a su baja especificidad por estos, ademds existen reportes que indican que los
casos de resistencia a medicamentos antifungales estdn aumentando, por lo que es necesario el
desarrollo de nuevos medicamentos especificos para tratar a estos microor ganismos.




1. INTRODUCCION
1.1. Disefio de Farmacos

En 1908, hace poco més de un siglo, el Dr. Paul Ehrlich después de experimentar con cientos de
compuestos basados en el arsénico, obtuvo un compuesto contra la sifilis: el Salvarsan, el cual no
era txico para el paciente; a este tipo de compuestos con actividades especificas contra agentes
patdgenos les denomind: “balas mdgicas”, postulando que: “debemos aprender a apuntar
quimicamente” (Ehrlich, 1910). Este postulado ha sido la meta durante mucho tiempo tanto de
investigadores como de la industria farmacéntica: obtener un compuesto que haga blanco sobre
una protefna especifica de una célula determinada.

Sin embargo la obtencién de compuestos especificos para un tipo de célula especifica no es
trivial. Ehrlich postuld: “usemos la sintesis quimica para modificar los materiales quimicos
iniciales en distintas formas y analicemos los productos resultantes por su capacidad para curar”
(Ehrlich, 1910), pero esta no es una tarea sencilla; el mismo Ehrlich debié probar 605 compuestos
antes de obtener el Salvarsan.

La estrategia de tamizaje ha sido usada desde entonces y hasta la fecha, pero ademds de la gran
cantidad de tiempo y recursos necesarios, muchos compuestos que presentan propiedades
terapéuticas, resultan muy grandes y complejos para ser sintetizados y/o modificarlos de forma
econdmica. Bn rtesumen, no hay una manera efectiva de identificar o disefiar farmacos
especificos. Recientemente se ha descrito una estrategia para obtener este tipo de farmacos por la
Dra. Pasqualini y su grupo, los péptidos cazador-asesino.

1.2. Péptidos cazador-asesino.

Los péptidos cazador-asesino son un grupo de péptidos quimera, los cuales se forman por una
secuencia “cazador”, cuya funcién es de reconocimiento especifico para las células eucariotes
blanco y una secuencia “asesino” con las propiedades de un antibacteriano, pero que también es
t6xica si se internaliza en células eucariotas, causando muerte celular por apoptosis mediante la
alteracién de la membrana mitocondrial; para unir a estos péptidos se utiliza una secuencia
“puente” (Figura 1) (Ellerby y cols., 1999).

DOMINIO
CAZADOR ™~

DOMINIO
ASESING

L

DOMINIO .~
PUENTE

Figura 1. Modelo de un péptido cazador-asesino. Azul: dominio “cazador”, amarillo: dominjo “puente”,
rojo y verde: dominio “asesino”. (Ellerby y cols., 1999).

Las membranas citopldsmicas procariotas y las mitocondriales eucariotas tienen un potencial
transmembranal parecido y tienen una gran cantidad de fosfolipidos aniénicos (Ellerby y cols.,
1999); esta similitud se explica por 1a teorfa endosimbidtica (Wallin, 1927). Alternativamente, las




membranas plasmdticas eucariotas tienen potenciales de membrana diferentes y se forman de
fosfolipidos con carga neutra (zwitteriGnicos) (Ellerby y cols., 1999). Por estas razones, algunos
péptidos antibacterianos tienden a romper de forma preferencml las membranas de células
procariotes y de las mitocondrias eucariotas sobre las membranas plasmdticas eucariotas
(Yeaman y Yount, 2003). Algunos de los péptidos antibacterianos selectivos, se caracterizan por
ser frecuentemente lineales, catiénicos, helicoidales alfa y anfipéticos; debido a estas propiedades
se postula que estos péptidos son atraidos a las membranas mitocondriales/bacterianas a través de
atracciones electrostaticas, quedando asf la cara hidrofébica de la hélice alfa frente a los lipidos
(Plesniak y cols., 2004). Una vez en contacto con la membrana bacteriana, estos péptidos inducen
la ruptura de la membrana, a través de la distorsién de la matriz lipidica y/o formando poros en la
membrana causando la muerte de la bacteria (Figura 2) (Brogden, 2005).

Nature Reviews | Microbiclegy

Figura 2. Modele de “barril” para la muerte inducida por péptides antimicrobianos. En este modelo
los péptidos unidos a la membrana se agregan e insertan en Ia bicapa de la membrana, de forma que las
regiones hidrofgbicas se alinean con el nicleo lipidico y las regiones hidrofflicas formen la regién interior
del poro. Las regiones hidrofilicas del péptido se muestran en rojo, mientras que las regiones hidrofébicas
se muestran en azul. (Brogden, 2005).

En el caso de las mitocondrias, la formacién de poros y/o la distorsién de la matriz lipidica de la
membrana provoca la salida del citocromo C, activando la ruta de las caspasas e induciendo
muerte celular por apoptosis. (Ellerby y cols., 1999). En consecuencia, los péptidos cazador-
asesino no son tdxicos si se localizan en el exterior de las células eucariotes, ya que su blanco de
accién es interno (la mitocondria). La capacidad que adquieren los péptidos cazador-asesino de
ser téxicos a una célula eucarionte desde el exterior se debe a la secuencia “cazador” del péptido,
la cual al ser reconocida media su internalizacion, (Figura 3) (Ellerby y cols., 2008).




IIEMIBRANA PEMBRANA EXTERNA
PLASMATICA MITQCONDRIAL
Figura 3. Mecanismo de accién de los péptidos cazador-asesino. (1) Los péptidos cazador-asesino
permanecen en circulacion sin dafiar a las células que no presentan el receptor especifico (células azules),
(2) al encontrar células que presentan el receptor (células amarillas) se unen a éste (semicirculos rojos), (3)
entonces son internalizados y liberados al citosol de la célula blanco, (4) son atraidos por cargas a la
mitocondria alterando su membrana, (5) llevando a la muerte celular de las células blanco. (Ellerby y cols.,
2008).

Los péptidos cazador-asesino ya han sido probados en modelos murinos contra: artritis (Gerlag y
cols., 2001), tejido adiposo (Kolonin y cols., 2004), tejido angiogénico de mama (Ellerby y cols.,
1999) v préstata (Arap y cols., 2002), resultando en la disminucién de la artritis, la reduccion de
la grasa blanca y en la reduccién de los tumores respectivamente; evitando el desarrollo del
céncer al matar de forma especifica a las células angiogénicas que proveen de oxigeno y
nutrientes a las células tumorales (Ellerby y cols., 1999).

Dada sus caracteristicas, los péptidos cazador-asesino tiemen un gran potencial para tratar
distintos tipos de enfermedades. Sin embargo, el disefio presenta ciertas limitaciones ya que no
todas las fusiones de “cazadores” con “asesinos” dan péptidos funcionales; esta limitacién puede
ser consecuencia de un impedimento estérico, que provoque que entre los mismos dominios
bloqueen sus sitios activos impidiendo que leven a cabo su funcién y/o puede deberse a efectos
de cargas entre los dominios, en los cuales un dominio con cargas contrarias es atraido por las
cargas opuestas del otro dominio debilitando o nulificando al bloquear el acceso a las cargas,
causando una reduccién o eliminando completamente la interaccion del dominio de la cual
depende su funcién {comunicacién personal con M. Ellerby).

Con el fin de desarrollar farmacos celula-especificos que eviten estos problemas, se desarrollé en
el laboratorio un método de disefio y deteccion de péptidos firmacologicos, en el cual las
funciones de reconccimiento y muerte celular estubieran un solo dominio funcional, evitando
interacciones entre los dominios que anulen las funciones de el farmaco.




1.3. Péptidos troyanos

Denominamos de ésta forma a los péptidos que tienen las funciones “cazador” y “asesino” en un
solo dominio funcional.

Aminodcidos
agregados
A

Secuencia de muerte celular

Figura 4. Secuencias de los péptidos troyanos 1 y 2. En rojo se presenta la secuencia de la feromona alfa
de Saccharomyces cerevisiae, la cual es 1a secuencia de reconocimiento celular; en verde se muestran los
aminodcidos agregados a la feromona alfa en su extremo amino; en negro se indican las secuencias de
aminodcidos que producen muerte celular en S. cerevisiae MATa.

Con el objetivo de fusionar las funciones de reconocimiento y de muerte en un mismo dominio
funcional, se modificé la secuencia de un péptido “cazador” o de reconocimiento, agregdndole
aminodcidos para que obtenga las caracterfsticas fisicoquimicas de un “asesino” (Figura 4); de
forma que al ser internalizado el péptido cause muerte en la célula eucariota al dafiar a la
mitocondria (Figura 5).

P interaceidn con ja
membrana mitocondriat

¥
Reconocimiento camble de
¢ laternalizacion conformacién
del PT det PT

Formacion
da poros
yio disrnupeion
de la

membrana mitocondral

Figura 5. Mecanisme de accion de los péptides troyanos. (1) El péptido troyano es reconocido de
manera especifica por el receptor, (2) el péptido y el receptor es internalizado al citoplasma de la célula, (3)
el péptido es liberado al citoplasma, (4) el péptido es atraido por interaccién de cargas a las mitocondrias de

la célula, (5) el péptido se une a la membrana externa de la mitocondria, formando poros y/o rompiendo la
membrana mitocondrial, (6) por dltimo se liberan componentes mitocondriales que mandan sefiales de
activacién a alguno de los mecanismos de muerte celular.




En nuestro grupo ya se han desarrollado las herramientas de cémputo para predecir secuencias
peptidicas con actividad antibacteriana y antimitocondrial, mediante el uso de un programa de
computacién denominado APAP (Approach for detecting Potencial Apoptotic Peptides) (del Rio
y cols., 2001). APAP evalda las siguientes propiedades fisicoquimicas caracterfsticas de los
antibacterianos: el punto isoeléctrico (PI), el cual es el pH al cudl el péptido no tiene carga, el
momento hidrofébico (MH) estima la anfipaticidad del péptido y el AGADIR; este tltimo estima
la tendencia de los aminoicidos a formar una estructura secundaria de hélice alfa (Munoz y
Serrano, 1995).

Se desarroll6 un programa de computo, el cval generé los péptidos troyanos a partir de la
secuencia de la feromona alfa; el programa agregd cada uno de los 20 amino4cidos en el extremo
amino, carboxilo o en ambos, hasta agregar 6 aminodcidos, generando 344 857 923 secuencias,
las cuales fueron analizadas con el programa APAP. El programa determiné que 30 péptidos
presentaban las propiedades caracterfsticas de un péptido toxico a bacterias y mitocondrias:
10.8<PI<11.7, 0.4<MH<0.6 y AGADIR<10.0 (Villalon y Del Rio, sometido a publicacién).

Se realizé un alineamiento de las secuencias de los 30 péptidos y se abservé que se formaban 2
grupos debido a similitudes en sus residuos (Figura 6), se mandd a sintetizar un representante de
cada grupo, los cuales se denominaron péptido troyano 1y 2.

» GFIRKFWHWLOLKSGQPMY
NYIRREWHWLOLKPGORMY
HKFRHFWHWLGLKPGOFMY
S VRFKNFWEWLQLKPGOPMY
™ QKFGRFWHWLOLKPGORMY
. GFLRRPWHWLOLKIIQPAMY
-~ KEWKREWHWLOLKPGOPMY
‘:\F!RRFWP\\‘LQL&PCQPMY

&NRF\‘J}L\E}QLKPGQ Xied
. KELSRFWHWLQLK
HIVRREWEWLOLKPGOPMY
KTYRRFWHWLQLE PGOPMY
RGYKREWHWLOLKEGOPMY
REYNRFWHWLOLKPGORMY
RPYNREWHWLQLKPGOPMY
RVYNRFWHWLOQLKPGOPAMY
¢ RIVSREWHWLOLKPGOPMY
% RKYVSRFWHWLOLKPOOPMY
# RELNKFWHWLGLEPGOPMY
» RLLWEKFWHWLOLKPGOPMY
¢ RKLOKFWHWLOLKPGOPMY
" RRLDKFWHWLOLKRGQPMY
N RYLRKFWHWLQLKPOQPMY
e RHYRKFPWHWLOLKPGQPMY
 RRYSKEWHWLOLKPGOPMY
oo RERDKFWHWLOLKBGOPMY
AR LEDFWHWLQLKPGOPMT

z Péptido

s RIFKAFWHW LGLEFGOPMY trovanc 2

> RVFKAFWHWLQLKPGOFEMY
RYMANEWHWLGLKPEDPMY

Figura 6. Dendograma del lineamiento de los 30 péptidos troyanos. Se formaron dos grandes grupos en
base a similitudes en las secuencias; del primer grupo (en rojo) se mando sintetizar el péptido troyano 1 con
la secuencia KFLNRFWHWLQLKPGQPMY, del segundo grupo(en verde) se sintetizé el péptido troyano
dos con la secuencia RRLKDFWHWLQLKPGQPMY (Villalon y Del Rio, sometido a publicacidn).
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Se determiné de manera cualitativa la actividad antimicrobiana de los péptidos troyanos 1 y 2
ante la bacteria Escherichia coli DHIOB y la levadura Saccharomyces cerevisiae MATa por el
método de difusién en disco, observdndose una disminucién en el crecimiento en ambos
microorganismos. Estos datos indicaban que el disefio habfa tenido éxito y que los péptidos
causan muerte celular en las células (Villalon y Del Rio, datos en preparacién).

Para probar la funcién biolégica de los péptidos disefiados, se eligié como organismo modelo a la
levadura: Saccharomyces cerevisiae, debido a que es un organismo facil de manejar en el
laboratorio, existen muchas herramientas para su manejo y representa un modelo para el futuro
desarrollo de antimicéticos.

En la actualidad existen muchas enfermedades causadas por hongos, tales como las candidiasis,
causadas por Candida albicans y Candida glabrata principalmente, las cuales afectan en su
mayorfa a pacientes inmunosuprimidos (Sanchez-Vargas y cols., 2005). Los medicamentos de
uso comiin contra estas enfermedades por si solos causan toxicidad (dafio renal y hepético) al
paciente debido a su inespecificidad; ademds, en los dltimos afios estas levaduras han comenzado
a desarrollar resistencia ante los agentes antimicéticos actuales como los azoles (Persidis, 1999),
siendo necesario el desarrollo de nuevos medicamentos para tratar estas enfermedades.

Por tltimo S. cerevisiae es el modelo experimental eucariota mds sencillo y de resultar eficaces
los péptidos troyanos sobre éste, nos permitirfa identificar el mecanismo por el cudl estos
péptidos son internalizados. Este mecanismo, desconocido hasta la fecha, puede ser de gran
utilidad en el estudio de los seres vivos y en facilitar la disponibilidad de formacos en el interior
de las células eucariontes.

1.4. Saccharomyces cerevisiae

Conocida también como la levadura del pan y la cerveza, es una de las especies mds antiguas que
ha usado el hombre, teniendo reportes de elaboracitn de cerveza con ella en Sumeria y Babilonia
en el afio 6,000 A.C. No fue sino hasta la década de 1930 que se comenzé a usar como organismo
experimental por ser uno de los organismos eucariotas més sencillos y ficiles de manipular en el
laboratorio. Actualmente su genoma esta completamente secuenciado y se dispone de una gran
cantidad de herramientas para su estudio.

Habiendo elegido a S. cerevisize como organismo modelo, el siguiente paso era encontrar la
molécula de reconocimiento en la cual nos basarfamos para darle las propiedades de causar
muerte celular; esta tenia que ser una molécula que solo fuera reconocida por S. cerevisiae. Dado
que esta levadura puede reproducirse de forma sexual mediante feromonas (Figura 7) y ya que su
ruta de respuesta estd estudiada a detalle (Figura 9)(Bardwell, 2004) se eligié como “cazador” a la
secuencia de la feromona alfa.




Feromona
Fersmona

Be

© P
Receptor Recaptor
Ste2 Ste3

Figura 7. Esquema de los des tipos sexuales de Saccharomyces cerevisiae. Bl sexo MATa (en rojo)
genera la feromona a, la cual es reconocida de forma especifica por el receptor Ste3 en la levadura del sexo
contrario es decir MATalfa (en azul) la cual secreta a su vez a la feromona alfa, que es reconocida por el
receptor Ste2 en las celulas de MATa.

S.cerevisiae tiene dos sexos: a v ¢f, siendo sus genotipos: MATa y MATd respectivamente. Las
células MATo expresan el receptor Ste3 que reconoce a la feromona a y a su vez secretan la
feromona alfa, que es un péptido de trece residuos (secuencia WHWLQLKPGQPMY). Por su
parte, las células MATa expresan el receptor Ste2 que reconoce a la feromona alfa y secretan a la
feromona a, un péptido de 12 residuos (secuencia YHKGVFWDPAC) que estd covalentemente
unida a un grupo lipidico (farnesil). Cuando una célula de levadura es estimulada por feromona
secretada por una célula cercana del sexo opuesto, ocurren una serie de cambios fisiolégicos en
preparacién para el apareamiento, los cuales incluyen cambios significativos en la expresién de
cerca de 200 genes, arresto en la fase G1 del ciclo celular, crecimiento orientado hacia el par
sexual y por ultimo la fusién de las membranas plasmadticas de la pareja siguiendo la fusién del
niicleo y poco después, la formacién de una célula MATa/MAT« diploide (Naider y Becker,
2004).

Mediante mutaciones sitio-dirigidas en la feromona alfa, se han determinado 3 dominios (Fig 8):
uno de sefializacién del aminoécido 1 al 4, un dominio de giro del aminodcido 7 al 10 y uno de
reconocimiento comprendiendo del aminodcido 10 al 13 (Abel y cols., 1998).

DOMINIO DE GIRO

?]:P hQ‘ﬂ )

l&L P 1

fe DOMINIO DE
B [ UNION
LW

DOMINIO DE

SENALIZACION

Figura 8. Representacién esquemitica de los dominios de la feromona alfa. El dominio de sefializacién
comprende del aminodcido 1 al 4, el dominio de giro abarca los aminodcidos 7 al 10 y el dominio de unién
se forma de los aminodcidos 10 al 13 (Abel y cols., 1998).
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En esta conformacién de gancho, la feromona alfa interacciona con el receptor Ste2, activando la
ruta de sefializacién de arresto del ciclo celular (Figura 9). El extremo carboxilo interactia con las
hélices transmembranales II y VII del receptor, dando la funcién de uni6n, mientras que el
extremo amino interactiia con un bolsillo de la protefna Ste2, estimulando a la proteina G, la cual
se compone de tres subunidades, ¢, B y . La subunidad o estd acoplada al receptor Ste2, que es
estimulada para intercambiar GDP por GTP. Este intercambio es regulado por la proteina Sst2, la
cual acorta el tiempo de unién de la subunidad Gowunida a GTP y acelera la reasociacion con
GPy, regulando asf la respuesta celular a la feromona alfa. También la subnidad Go: unida a GTP
libera al hetero-dimero GPYy. Por su parte, la subunidad yune al complejo GBy a la membrana,
mientras que la subunidad B transmite una sefial a 3 diferentes complejos efectores, los cuales
eventualmente activan a la protefina MEK cinasa, la cual constituye el primer paso en la cascada
de las MAP cinasas, que causan la detenci6n del ciclo celular, asf como la preparacién para la
cruza mediante la fusién con su sexo complementario (Lee y cols., 2001).

Figura 9. Esquema de la ruta de respuesta de la feromona alfa. La feromona alfa se une al receptor Ste2
acoplado a una protefna G heterotrimérica, compuesta por 3 subunidades: &, B y 7; la subunidad « en
respuesta a la uni6n de la feromona alfa libera a las subunidades B y v, la subunidad B transmite una sefial a
Ste20 y a Ste5, los cuales activan a las protefnas MEK cinasa, iniciando una cascada de MAP cinasas, las
cuales mandan sefiales al niicleo para detener el ciclo celular, asi como para preparar a la célula para la
cruza mediante la fusién con su sexo complementario (Lee y cols., 2001).

Tener una secuencia de reconocimiento muy bien estudiada como es la feromona alfa, nos da
herramientas muy valiosas para el estudio de los péptidos derivados de ella como se describird
mds adelante en este trabajo.

1.5. Muerte Celular

La muerte es parte normal del ciclo de desarrollo y maduracién de las células (Kanduc y cols.,
2002). Los mecanismos que causan muerte celular han sido estudiados con diversos fines,
incluyendo preguntas bdsicas sobre el desarrollo o bien para la generacién de farmacos que
produzcan muerte para el control de enfermedades.
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La muerte celular se divide en dos tipos: la muerte celular programada, en la cual la célula juega
un papel activo en su regulacién y la necrosis donde que es una forma de muerte mds cadtica, la
cudl resulta por factores en el exterior de la célula (Castro-Obregon y cols., 2004). La muerte
celular programada observada en levadura se puede clasificar en tres tipos principales: apoptdtica
dependiente de caspasas, apoptdtica independiente de caspasas y autofdgica

1.5.1. Muerte apoptdtica dependiente de caspasas.

La apoptosis hasta hace algunos afios era un proceso que se crefa ausente en levaduras. Sin
embargo, esta idea se ha descartado por la observacién de fenotipos caracteristicos de apoptosis
en levadura (Madeo y cols., 1997), incluyendo ruptura de DNA, condensacién de la cromatina,
externalizacién de la fosfatidilcolina y liberacién del citocromo ¢ de l1a mitocondria (Ludovico y
cols., 2002). Ademds, se caracterizaron las especies reactivas de oxigeno como reguladores
centrales de la apoptosis y se descubrieron las protefnas: YCAl(Madeo y cols., 2002) y la serin
proteasa HirA2/Omi (Fahrenkrog y cols., 2004), ortélogos de reguladores de la apoptosis en
células de mamifero.

La apoptosis se puede inducir por una gran cantidad de factores (figura 10), los cuales se pueden
dividir en externos e internos. Los factores externos pueden ser drogas o sustancias quimicas
como el Hy0,, acido acético, la aspirina, el azicar, la sal, la feromona alfa o incluso el calor. Los
factores internos pueden ser las especies reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas en ingles), el
citocromo C, BAX, las metacaspasas y las serin proteasas. Los estfmulos externos e internos se
comunican con los reguladores centrales de la apoptosis que son las especies reactivas de
oxigeno, las cuales interaccionan con la metacaspasa Ycal, la cual manda la sefial para la
liberacién del citocromo ¢, €l cual activara al resto de la ruta de las metacaspasas iniciando asf la

apoptosis (Madeo y cols., 2004).

Replicative aging
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Figura 10. Apoptosis en levadura. Se muestran los principales componentes de la apoptosis en levaduras
y su interdependencia. (Madeo y cols., 2004).




1.5.2. Muerte apoptdtica independiente de caspasas.

En afios recientes, se ha visto que la activacion de las caspasas no es un proceso determinante
para causar muerte por apoptosis, la cudl puede ser activada por otros mecanismos. Se han
reportado como agentes causales externos: altas temperaturas, dcido acético, cloruro de sodio,
estrés por cobre, esfingolipidos, la familia de péptidos antimicrobianos de las dermaseptinas y el
H,0,. Mientras que como factores internos se han reportado a; el factor inductor de la
apoptosis(AIF por sus siglas en ingles), la endomucleasa G y el poro de transicién de la

permeabilidad mitocondrial (figura 11) (Liang y cols., 2008).

| 520

B

Figura 11. Apoptesis independiente de caspasas en levaduras. Se muestran varios estimulos extra ¢
intracelulares que inducen apoptosis independiente de caspasas. (Liang y cols., 2008)

1.5.3. Muerte autofagica.

La autofagia es un proceso indispensable para la homeostasis celular, mediante el cual se da el
reciclaje de organelos y componentes celulares, sin embargo también es uno de los mecanismos
de muerte celular programada (Eisenberg y cols., 2007). La muerte autofdgica, se caracteriza por
la presencia de autofagosomas o autolisosomas en la célula, en los cuales se pierde la regulacién
de la autofagia desencadenando en la muerte de la célula(Tsujimoto y Shimizu, 2005).

En S. cerevisice la muerte celular autofdgica, estd regulada por la proteina Uthl, la cual regula la
respuesta al estrés oxidativo, asi como por Aupl, la cual es una fosfatasa mitocondrial, este
proceso de muerte se relaciona con la apertura del poro de transicién de la permeabilidad
mitocondrial, la apertura de este poro incrementa la permeabilidad de la mitocondria, la cual
reduce las concentraciones de ATP y Ca™ e hinchamiento mitocondrial (Scherz-Shouval y

Elazar, 2007).

En el presente trabajo se describe la caracterizacion de los primeros péptidos disefados para
inducir la muerte especificamente en S. cerevisiue MATa.
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2. OBIJETIVOS

2.1. Objetivo General

! - Estudiar los eventos moleculares fundamentales de la accién de los péptidos Troyanos en
Saccharomyces cerevisiae MATa.

| 2.2. Objetivos Especificos

| - Determinar la actividad fungicida de los péptidos troyanos en Saccharomyces cerevisiae MATa.
| - Determinar la sensibilidad al receptor Ste2 de la actividad de los péptidos troyanos.

- Determinar la actividad antibacteriana de los péptidos troyanos.

! - Determinar si los péptidos troyanos presentan las actividades de “cazador” y “asesino” en un
solo dominio funcional.

- Determinar la estructura secundaria y terciaria de los péptidos troyanos.
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3. MATERIAL Y METODOS.

3.1. Material.
3.1.1. Microorganismos.

3.1.1.1. Saccharomyces cerevisiae

| Fuente

Ce Genoti 'v ent
W303-1A MATa, adel, leu2, wura3, trpl, Dr. Roberto Coria Ortega Departamento de
his3 Genética Molecular, Instituto de Fisiologia
Celular, Universidad Nacional Auténoma
de México

ber

W303-29-6 MATa, adel, leu2, ura3, trpl,
his3, Asst2::URA3 Genética Molecular, Instituto de Fisiologfa
Celular, Universidad Nacional Auténoma
de México

tipo .. aukueme.
BY4741 MAT a his341 leu240 met1540 Open Biosystems YKO MATa Strain
ura340 Collection-Glycerol Stocks

0, As He yoer _
BY4742 MAT alfa his341 leu240 lys240 Open Biosystems YKO MATalpha Strain
ura340 Collection-Glycerol Stocks

3.1.1.2. Candida glabrata

po Fuentd

CGM99  Ura3D::Tn903(G418%), Trp ID Domergue R. et al. Nicotinic acid

limitation regulates silencing of Candida
adhesins during UTI. Science. (2005) May
6;308(5723). Pp:866-70.

3.1.1.3. Pichia pastoris

po.
X33 Wild type Invitrogen
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3.1.1.4. Escherichia coli

[Cepa . [Genofipo: = i Rente: 0000 o
DHI10B A(mrr-hsd RMS-mcrBC) mcrA recAl  Sambrook J. and Russell D. W. Molecular
Cloning. A laboratory manual. 3rd edition,

CSHL PRESS U.S.A. (2001). Pp. A3.7.

3.1.2. Medios de Cultivo.

3.1.2.1. Levaduras

3.1.2.1.1. Medio YPD (Yeast Extract-Peptone-Dextrose).

Se preparé medio de cultivo liquido y sélido (cajas de cultivo), con los siguientes componentes:

eptona
Glucosa

El medio de cultivo fué esterilizado a 120° C por 20 minutos.

3.1.2.1.1. Medio YPLac (Yeast Extract Lactate)

Se prepar6 medio de cultivo liquido y sélido (cajas de cultivo), con los siguientes componentes:

El pH del medio de cultivo fue ajustado a 5.5 con solucién de NaOH (2M) y posteriormente
esterilizado a 120° C por 20 minutos.




3.1.2.2. Bacterias.
3.1.2.2.1. Medio LB (Luria-Bertoni).
Se prepar6é medio de cultivo liquido y sélido(cajas de cultivo), con los siguientes componentes:

i

_Composicion

Bacto triptona

iracio de levadara
NaCl

| Agar

El medio de cultivo fué esterilizado a 120° C por 20 minutos.

3.1.3. Antibidticos.
3.1.3.1. Geneticina

Se prepararon stocks de 10 mg/mL, los cuales se prepararon disolviendo 10 mg de Geneticina en
en | mL de agua estéril en tubos Eppendorf de 1.5 mL. Los stocks se mantuvieron a -20° C hasta

el momento de usarse.

3.1.3.2. Ampicilina.

Se prepararon stocks de 50 mg/mL, los cuales se prepararon disolviendo 50 mg de Ampicilina en
1 mL de agua estéril en tubos eppendorf de 1.5 mL. Los stocks se mantuvieron a -20° C hasta el

momento de usarse.

3.1.4. Péptidos
3.1.4.1. Sintesis.

Los péptidos troyanos 1, 2 (PT! y PT2), el Fragmento de los primeros 6 aminoédcidos del PT1
(Fragl-6PT1), los péptidos troyanos 1 Mutantes 8, 11, 14, 15,19 (PTiIMS, PTIMII, PTIMI14,
PTIMIS5, PT1MI19) los cuales presentan sustituciones del aminoécido indicado por una Alanina,
y el Péptido Troyano 2 Mutante 18 selenometionina (PT2M18SEM), se mandaron sintetizar a la
compafifa AnaSpec (USA), por el método de sintesis de péptidos en fase sélida, bajo los
siguientes requerimientos:

N-Terminal: Amino libre.

C-Terminal: Acido carboxilo libre.

Pureza: >95%, ésta la determiné ANASPEC mediante Cromatograffa Liquida de Alta Resolucion
(HPLC por sus siglas en inglés) analitica.
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3.1.4.2. Secuencias y pesos moleculares de los péptidos.

2490 g/mol

U PTIMISSEM RRLKDFWHWLQLKPGQP(SEM)Y 2547 g/mol

La Feromona Alfa (FER) por su parte fue comprada a Sigma-Aldrich, reportando las siguientes
caracteristicas:

FER WHWLQLKPGQPMY 1684 g/mol 96 %
3.1.4.3. Preparacion de las soluciones peptidicas.
Los PT1y 2, el Fragl-6PT1, la FER y los PTIMS, 11, 14, 15, 19 y PT2MI8SEM, fueron pesados

y disueltos en agua estéril para dar las siguientes concentraciones, a partir de estas soluciones
madre se realizaron diluciones para los diferentes experimentos realizados.

Fragl-6PT1

PTiM14 2000 811

PTIMIY 2000 834
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3.1.5. Equipos.

Spectro UV-VIS RS LaboMed, Inc. Celdas de poliestireno de 1 cm de paso de

(U.S.A) luz

Espectropolarimetro JASCO & Jasco Inc. (US.A) PI‘C 348WI marca Peltler para control
J-715 de temperatura.
Celda de cuarzo de 0.1 cm de paso de luz

3.2. Métodos.

3.2.1. Determinacién de la actividad fungicida de los péptidos troyanos en Saccharomyces
cerevisiae MATa

Con el fin de determinar si los péptidos troyanos disefiados mostraban efecto fungicida en
Saccharomyces cerevisiae MATa, se realizaron los siguientes experimentos:

Curvas de Crecimiento.

Al medir la densidad éptica (D.O.) de cultivos de un microorganismo bajo diferentes condiciones
a una determinada longitud de onda (600 nm para bacterias y levaduras), durante un periodo de
tiempo dado, se puede hacer un comparativo y evaluar si existen cambios con respecto a los
controles. En este caso se evaluard la accién de los péptidos troyanos sobre el crecimiento de
bacterias y levaduras, usando como controles agua y la feromona alfa.

Unidades Formadoras de Colonias (UFC)

Mediante esta técnica se determina el ndimero minimo de células separables sobre un medio de
agar sélido que da lugar al desarrollo de una colonia visible formada por decenas de millones de
células descendientes. Para obtener las UFC se toma una muestra de un cultivo y se realizan
diluciones para encontrar la diluci6n en la cual las colonias se puedan contabilizar sin problema
(<100 colonias); las UFC se reportan en UFC/mL.

3.2.1.1. Precultivo de levaduras.
3.2.1.1.1. Precultivo en medio YPD.
Se inocul6 una colonia de la cepa de la levadura a utilizar (Tabla 2), en 5 mL de medio YPD, el

cual se incubd a 30° C por 24 horas, el cultivo se diluy6 con medio YPD para ajustarlos a una
densidad 6ptica (D.O.) de 0.12 en el espectrofotémetro: Spectro UV-VIS RS.




3.2.1.1.2. Precultivo en medio YPLac.

Se inocul6 una colonia de la cepa de la levadura a utilizar (Tabla 2), en 5 mL de medio YPLac, el
cual se incub6 a 30° C por 48 horas, el cultivo se diluyé con medio YPLac para ajustarlos a una
densidad dptica (D.O.) de 0.12 en el espectrofotémetro: Spectro UV-VIS RS.

3.2.1.2. Curva de crecimiento de S. cerevisiae MATa con agua, FER, PT1 y PT2 en
placa de 100 pozos en medio YPD.

Se prepar6é una suspensién de células de la levadura S. cerevisiae BY4741 como se indica en
3.2.1.1.1.

Se colocaron en placas estériles de 100 pozos, 50 uL de células, mds los volimenes necesarios de
agua estéril (control), feromona alfa, péptido Troyano 1 y péptido Troyano 2 de las soluciones
stock para tener concentraciones de 0.4, 4, 12'y 20 pM, llevando a 200pL con medio YPD.

Una vez colocados los reactivos, se colocé la placa en el equipo Microplate Reader OY Growth
Curves para medir la D.O. a 600 nm de los cultivos, haciendo uso del programa EZExperiment;
incubando a 30° C con una agitacion alta constante y lecturas de la D.O. cada hora durante 24
horas. Nota: Se realizaron 4 mediciones por experimento.

3.2.1.3. Curva de crecimiento de S. cerevisine MATa con agua, FER, PT1 y PT2 en
placa de 100 pozos en medio YPLac.

Se prepar una suspensi6én de células de la levadura S. cerevisiae W303-1A como se indica en
3.2.1.1.2.

Se colocaron en placas estériles de 100 pozos, 50 pL de células, mds los volimenes necesarios de
agua estéril (control), feromona alfa, péptido Troyano 1 y péptido Troyano 2 de las soluciones
stock para tener concentraciones de 0.4, 4, 12y 20 uM, llevando a 200puL con medio YPLac.

Una vez colocados los reactivos, se colocé la placa en el equipo Microplate Reader OY Growth
Curves para medir la D.O. a 600 nm de los cultivos, haciendo uso del programa EZExperiment;
incubando a 30° C con una agitacion alta constante y lecturas de la D.O. cada hora durante 24
horas. Nota: Se realizaron 4 mediciones por experimento.

3.2.1.4. UFC de S. cerevisiae MATa con agua, FER y PT1.

Se prepar6 una suspensién de células de la levadura S. cerevisiae W303-1A como se indica en
3.2.1.1.1.

Se colocaron en placas estériles de 100 pozos, 50 uL de células, mds los volimenes necesarios de
agua estéril (control), feromona alfa y péptido Troyano 1 de las soluciones stock para tener una

concentracién de 20 uM, llevando a 200uL con medio YPD.

Una vez colocados los reactivos, la placa se colocé en una cdmara himeda la cual se mantiene en
una incubadora con agitacién a 120 rpm a 30° C; se tomaron muestras de 5 pL de cada uno de los
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pozos a las 0, 6, 12, 18 y 24 hrs. y se colocé cada muestra en un tubo eppendorf de 1.5 mL para
realizar las siguientes diluciones con medio YPD:

Una vez obtenida la dilucién requerida, se tomé una muestra de 5 pL la cual se verti6 sobre una
caja de medio YPD y siendo distribuida uniformemente con perlas de vidrio; las cajas se
incubaron a 30° C por 36 hrs. y se contaron las UFC de cada caja. Nota: Se realizaron 4
mediciones por experimento.

3.2.1.5. Curva de crecimiento de S. cerevisiae MATa Aste4 con agua, FER, PT1 y PT2
en placa de 100 pozos.

Se prepar6 una suspensién de células de la levadura S. cerevisine W303-1A Aste4 como se indica
en3.2.1.1.1.

Se colocaron en placas estériles de 100 pozos, 50 pL de células, mdas los volimenes necesarios de
agua estéril (control), feromona alfa, péptido Troyano 1 y péptido Troyano 2 de las soluciones
stock para tener concentraciones de 0.4, 4, 12 y 20 uM, llevando a 200uL con medio YPD.

Una vez colocados los reactivos, se colocé la placa en el equipo Microplate Reader OY Growth
Curves para medir la D.O. a 600 nm de los cultivos, haciendo uso del programa EZExperiment;
incubando a 30° C con una agitacién alta constante y lecturas de la D.O. cada hora durante 24
horas. Nota: Se realizaron 4 mediciones por experimento.

3.2.1.6. Curva de crecimiento de S. cerevisiae MATa ASst2 con control, FER, PT1 y
PT2 en placa de 100 pozos.

Se prepar6 una dilucién de la levadura S. cerevisiae W303-1A ASst2 como se indica en 3.2.1.1.1.

Se colocaron en placas estériles de 100 pozos, 50 uL de levadura, mds los volimenes necesarios
de agua estéril(control), feromona alfa, péptido Troyano | y péptido Troyano 2 de las soluciones
stock para tener concentraciones de 0.4, 4, 12 y 20 M, llevando a 200uL con medio YPD para
cada una de las cepas.

Una vez colocados los reactivos, se coloco la placa en el equipo Microplate Reader OY Growth
Curves para medir la D.O. a 600 nm de los cultivos, haciendo uso del programa EZExperiment;
incubando a 30° C con una agitacién alta constante y lecturas de la D.O. cada hora durante 24
horas. Nota: Se realizaron 4 mediciones por experimento.
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3.2.2. Determinacion de la selectividad al receptor Ste2 de la actividad de los péptidos
troyanos.

3.2.2.1. Curvas de crecimiento de S. cerevisiae MATalfa y MATa Aste2 con control,
FER, PT1 y PT2 en placa de 100 pozos.

Se prepararon suspensiones de células de las levaduras S. cerevisiae BY4742 y BY4741 Aste2
como se indica en 3.2.1.1.1.

Se colocaron en placas estériles de 100 pozos, 50 puL de células, mds los voliimenes necesarios de
agua estéril (control), feromona alfa, péptido troyano | y péptido troyano 2 de las soluciones
stock para tener concentraciones de 0.4, 4, 12 'y 20 uM, llevando a 200uL con medio YPD para
cada una de las cepas.

Una vez colocados los reactivos, se colocé la placa en el equipo Microplate Reader OY Growth
Curves para medir la D.O. a 600 nm de los cultivos, haciendo uso del programa EZExperiment;
incubando a 30° C con una agitacién alta constante y lecturas de la D.O. cada hora durante 24
horas. Nota: Se realizaron 4 mediciones por experimento.

3.2.2.2. Curvas de crecimiento de Pichia pastoris X-33 y Candida glabrata CGM99
con control, FER, PT1 y PT2 en placa de 100 pozos.

Se prepararon suspensiones de células de las levaduras Pichia pastoris X-33 y Candida glabrata
CGM99 como se indica en 3.2.1.1.1.

Se colocaron en placas estériles de 100 pozos, 50 uL de células, mds los volimenes necesarios de
agua estéril y filtrada (control), feromona alfa, péptido troyano 1 y péptido troyano 2 de las
soluciones stock para tener concentraciones de 2, 4, 8 y 20 uM, llevando a 200uL con medio
YPD para cada una de las cepas.

Una vez colocados los reactivos, se colocé la placa en el equipo Microplate Reader OY Growth
Curves para medir la D.O. a 600 nm de los cultivos, haciendo uso del programa EZExperiment;
incubando a 30° C con una agitacién alta constante y lecturas de la D.O. cada hora durante 24
horas. Nota: Se realizaron 4 mediciones por experimento.

3.2.2.3. Curva de crecimiento de S. cerevisiae MATa con los péptidos mutados del PT1
en placa de 100 pozos.

Se preparé una suspensién de células de la levadura S. cerevisiae W303-1A como se indica en
3.2.1.1.1

Se colocaron en placas estériles de 100 pozos, 50 pL de células, mas los voldmenes necesarios de
agua estéril (control), feromona alfa, péptido troyano 1, PTIMS, PTIM11, PTIM14, PTIMI5,
PT1MI9 de las soluciones stock para tener concentraciones de 0.4, 2, 4 y 20 uM, llevando a 200
pL con medio YPD:para cada una de las cepas.

Una vez colocados los reactivos, se colocé la placa en el equipo Microplate Reader OY Growth
Curves para medir la D.O. a 600 nm de los cultivos, haciendo uso del programa EZExperiment;
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incubando a 30° C con una agitacién alta constante y lecturas de la D.O. cada hora durante 24
horas. Nota: Se realizaron 4 mediciones por experimento.

3.2.3. Determinacién de la actividad antibacteriana de los péptidos troyanos.

Se realizaron los siguientes métodos para determinar si los péptidos troyanos tienen actividad
antibacteriana:

3.2.3.1. Dilucién de bacterias.

Se inoculé una colonia de la cepa de la bacteria a utilizar (Tabla 1), en 5 mL de medio LB,
usando para E.coli DHIOB ampicilina como antibidtico a una concentracion de 100 pg/mL, los
cuales al difa siguiente se diluyeron con medio LB con ampicilina a 100 pug/mL, para ajustarlos a
una densidad 6ptica (D.0O.) de 0.04 en el espectrofotémetro: Spectro UV-VIS RS.

3.2.3.2. Curva de crecimiento de E. coli con control, FER, PT1 y PT2 en placa de 100
pozos.

Se prepard una suspension de células de E. coli DHI0B, como se indica en 3.2.3.1.

Se colocaron en placas estériles de 100 pozos, 50 uL de células, mds los voldmenes necesarios de
agua estéril (control), feromona alfa, péptido troyano 1 de las soluciones stock para tener
concentraciones de 10, 20 y 24 uM, llevando a 200pL. con medio LB amp 100ugme. Para cada una de
las cepas.

Una vez colocados los reactivos, se colocé la placa en el equipo Microplate Reader OY Growth
Curves para medir la D.O. a 600 nm de los cultivos, haciendo uso del programa EZExperiment;

incubando a 37° C con agitacidn alta constante y lecturas de la D.O. cada hora durante 24 horas.
Nota: Se realizaron 4 mediciones por experimento.

3.2.4. Determinacién de las actividades de “cazador” y “asesino” en los péptidos troyanos,
unificadas en un solo dominio.

3.2.4.1. Curva de crecimiento de E. coli DHI10B en placas de 100 pozos con el FRAG1-
6PT1 y FRAG1-6PT1 + FER.

Se prepar6 una suspensién de células de la bacteria E. coli DHI0B como se indica en 4.2.1.1.

Se colocaron en placas estériles de 100 pozos, 50 pL de células, mds los volimenes necesarios de
agua estéril y filtrada (control), FRAG1-6PT1 a 110 uM y una mezcla equimolar de FRAGI-
6PT1 + FER para una concentracién combinada de 66 uM, llevando a 200uL con medio LBayp

100pg/mL-

Una vez colocados los reactivos, se colocd la placa en el equipo Microplate Reader OY Growth
Curves para medir 1a D.O. a 600 nm de los cultivos, haciendo uso del programa EZExperiment;




incubando a 37° C con una agitacion alta constante y lecturas de la D.O. cada hora durante 24
horas. Nota: Se realizaron 4 mediciones por experimento.

3.2.5. Determinacién de la estructura secundaria y terciaria de los péptidos troyanos.

3.2.5.1. Dicroismo Circular.

La espectroscopia de Dicrosimo Circular/(DC) es una forma de espectroscopia de absorcién de
luz que mide la diferencia en absorbancia de luz polarizada circularmente a la izquierda o la
derecha de una sustancia. Si se analiza el espectro de DC entre las longitudes de onda del UV
lejano (180 y 260 nm) se pueden analizar los diferentes tipos de estructura secundaria de una
proteina, como son las hélices alfa, hojas beta y estructuras aleatorias. Las hélices alfa muestran
un fuerte y caracteristico espectro de DC lo que facilita su identificacién. En el caso de los
espectros de las hojas beta, el espectro es débil y depende de el largo y el giro de las hojas beta
respectivas, siendo menos confiable su prediccién; lo mismo aplica para los giros beta
(Craighton, 1997). El desarrollo y andlisis de los datos obtenidos de esta metodologfa se realizd
en colaboracién con la Dra. Georgina Garza Ramos (Facultad de Medicina/UNAM).

3.2.5.1.1. Péptidos troyanos en agua.

Se pes6 1 mg de los péptidos troyanos 1 y 2 y fueron solubilizados en 1 mL de agua estéril,
diluyéndose a una concentracién de 0.3 mg/mL.

De las soluciones de 0.3 mg/mL se tom6 1 mL de cada una y se coloco dentro de una celda de
cuarzo de 0.1 cm de paso de luz, leyendo el espectro entre las longitudes de onda de 200 y 250
nm para cada péptido.

3.2.5.1.2. Péptidos troyanos en metanol al 50%

Se pesé 1 mg de los péptidos troyanos 1y 2 y fueron solubilizados en 1 mL de una solucién 50%
metanol, diluyéndose a una concentracién de 0.3 mg/mL.

De las soluciones de 0.3 mg/mL se tomé 1 mL de cada una y se colocé dentro de una celda de
cuarzo de 0.1 cm de paso de luz, leyendo el espectro entre las longitudes de onda de 200 y 250
nm para cada péptido.

3.2.5.1.3. Péptidos troyanos en Trifluoroetanol 1 al 50%

Se pes6 1 mg de los péptidos troyanos 1 y 2 y fueron solubilizados en 1 mL de una solucién 50%
TEE, diluyéndose a una concentracion de 0.3 mg/mL.

De las soluciones de 0.3 mg/mL se tomé 1 mL de cada una y se coloco dentro de una celda de

cuarzo de 0.1 cm de paso de luz, leyendo el espectro entre las longitudes de onda de 200 y 250
nm para cada péptido.
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3.2.5.1.3. Interpretaci6n de los datos.

Se realiz6 andlisis de convolucién de los espectros obtenidos con los programas: CDSSTR,
CONTII, SELCON 3 y CDNN, con el fin de determinar la estructura secundaria de los péptidos.

3.2.5.2. Cristalografia

En las formas cristalinas los dtomos se hallan estructurados en redes caracterizadas por la
repeticion tridimensional de sus componentes. A la repeticion de la estructura se le denomina
célula o celda cristalina. Este ordenamiento es aprovechado en la interpretacién de patrones de
difraccién de rayos X para obtener las estructuras de macromoléculas orgénicas como son las
proteinas. Obteniendo cristales de las proteinas, estas son difractadas por rayos X, los cuales
tienen una longitud de onda de alrededor de 0.1 nm (el didmetro de un dtomo de hidrégeno). Si se
dirige un haz estrecho y paralelo de rayos X a una muestra de protefna pura, la mayorfa los
atravesara, pero algunos serdn dispersados por los dtomos de la protefna, obteniéndose patrones
de difraccién de rayos X, los cuales son interpretados mediante el uso de computadoras las cuales
ajustan los datos a posibles estructuras.

Al analizar el patrén de difraccién se obtienen contornos de densidades electrénicas, las cuales se
traducen en estructuras tridimensionales haciendo uso de la secuencia de aminodcidos de la
protefna. Mientras mayor resolucion tengan los datos cristalograficos iniciales, mds fiables serdn
los resultados del modelo atémico: a 0.5 nm se puede obtener un mapa de baja resolucién y a 0.15
nm se puede obtener la localizacién de todos los dtomos de la proteina, con excepcién de los de
hidrégeno.

3.2.5.2.1. Cristalizacion.

En esta parte del proyecto se realizé una colaboracion con el Dr. Alfredo Torres Larios (Instituto
de Fisiologia Celular/UNAM) siendo €] responsable de obtener los cristales y las estructuras de
los péptidos troyanos. Los péptidos troyanos 1 y 2 fueron solubilizados en agua a una
concentracién de 32 mg/mL. Se realizo un General Screen HT de la compafifa Hampton
Research, obteniéndose resultados en el tubo F3 a concentraciones combinadas de: sulfato de
amonio 0.5 M, citrato de sodio 100 mM a pH 5.6 y sulfato de litio 1 M, cristalizando solamente a
la temperatura de 30° C. Los cristales se ultra-congelaron a -173° C con una solucién 2M de
sulfato de litio. -

El péptido troyano mutante PT2M18SEM fue solubilizado en agua y cristalizado bajo las mismas
condiciones que los péptidos troyanos 1y 2.

3.2.5.2.2. Difraccién de Rayos X.

Los cristales de tipo espacial trigonal, de los PT1, PT2 y PT2MI8SEM fueron difractados en el
Sincrotén APS (Advanced Photon Source) de Chicago por el Dr Alfredo Torres Larios.




3.2.5.2.3. Andlisis de los datos.

Se realizé la estrategia del reemplazo molecular, haciendo uso de un modelo helicoidal para los
PT1 y PT2, mientras que para el PT2M18SEM, se tomo como referencia el 4tomo de selenio del
aminoécido seleno-metionina en la posicién 18 para realizar el reemplazo.

3.2.6. Andlisis estadistico

Todos los datos de las curvas de crecimiento se realizaron por duplicado, realizando una
repeticidn del experimento, obteniendo 4 juegos de datos de cada experimento. A los datos se les
obtuvo el promedio y la desviacién estindar mediante el software: hoja de calculo Excel 2004 de
Microsoft para Mac. Los datos graficados presentan barras de error con valores +/- una
desviacion estdndar sobre el promedio de los resultados.
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4. RESULTADOS.

4.1. Determinacidn de la actividad fungicida de los péptidos troyanos en Saccharomyces
cerevisiae MATa.

Para determinar la actividad antifingica de los péptidos troyanos PT1y PT2, se probaron estos a
una concentracién de 20 uM contra la cepa MATa de la levadura Saccharomyces cerevisiae
BY4741, en medio respiratorio (YPLac)
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Fignra 12. Efecto antifingico de los péptidos troyanos en 8. cerevisice MATa en medio respiratorio.
Curva de crecimiento de S. cerevisiae BY4741 con agua (CONTROL-azul), feromona alfa a 20 pM (FER-
rojo), péptido troyano 1 a 20 uM (PT1-negro) y péptido troyano 2 a 20 pM (PT2-naranja) en YPLac por
23 hrs.

La feromona alfa al ser reconocida por el receptor Ste2 de S. cerevisiae MATa activa una cascada
de MAP cinasas que detienen el crecimiento de la levadura por algunas horas, prepardndola para
unirse con su contraparte sexual, si esto no ocurre, la levadura comienza a crecer. En la figura 12
al agregar la feromona alfa, se observé un retraso en el crecimiento de la levadura de 8 horas con
respecto al control de agua, mientras que el péptido troyano 1 a una concentracién de 20 tM, con
respecto al control y a la feromona alfa, detuvo el crecimiento por 16 hrs; en el caso del péptido
troyano 2, a partir de la hora 11 se reinicié el crecimiento, observandose que el péptido troyano 1
es més potente que el péptido troyano 2.

Los péptidos troyanos estdn disefiados para que una vez intermnalizados ataquen a la mitocondria,
causando poros en ella, afectando a la respiracién celular y posteriormente causando la muerte de
la célula, sin embargo S. cerevisiae, también tiene un metabolismo fermentativo, el cudl le podria
permitir vivir. Por esta razén, se probaron los péptidos troyanos contra S. cerevisiae en un medio
fermentativo: YPD, el cudl le permitiria sobrevivir al dafio en la mitocondria.

30




16 M‘

| L M : W
vz 4 = CONTROL
1 I ﬁ B FER, 20 M
0,8 —aPTL 20 UM

e PT2 20 it

0.6

0,4

DENSIDAD OPTICA CELULAR
(600nm)

‘ 0,2

S gl B e

TIEMPO (h)

‘ 0 5 L} 15 26 25

Figura 13. Efecto antifingice de los péptidos troyanes en S. cerevisiae MATa en medio fermentativo.
| Curva de crecimiento de S. cerevisiae BY4741 con agua (CONTROL-azul), feromona alfa (FER-ro0jo),
péptido troyano 1 (PT1-negro) y péptido troyano 2 (PT2-naranja)

| en YPD por 23 brs. A) 20 piM.

‘ Como se puede apreciar en la figura 13, el que la levadura tenga la opcién de fermentar para

seguir viviendo no afecta la actividad de los péptidos troyanos, ya que estos siguen reduciendo el
‘ crecimiento celular, por lo que se puede pensar que no solo afectan la respiracidn celular, sino
que también activan una sefial para iniciar un proceso de muerte celular. Estos resultados
‘ muestran que los péptidos troyanos 1 y 2 tienen actividad antifingica en S. cerevisiae MATq.

Debido a la adicidn de 6 aminodcidos en el extremo amino terminal para convertir a la feromona
alfa en un péptido troyano, el efecto de la falta de crecimiento de los péptidos troyanos podria ser
resultado de haber mejorado su estabilidad ante las enzimas de degradacién o bien podria haber
aumentado su afinidad por el receptor Ste2, por lo que su efecto duraria més y requerirfa una
menor concentracién, en vez de deberse a la muerte de las células Para descartar esta posibilidad,
se realizé un estudio de viabilidad mediante Unidades Formadoras de Colonias (UFC).
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Figura 14. Efecto fungicida de los péptidos troyanos en Saccharomyces cerevisine MATa en YPD.
Unidades Formadoras de Colonias (x 10°) de S. cerevisiae W303-1A contra agua (CONTROL-azul),
feromona alfa a 20 uM (FER-rojo), péptido troyano 1 a 20 pM (PT1-negro) en YPD por 24 hrs.

A) Grafico completo mostrando en ¢l eje Y de 0 a 1400 x10° UFC.

B) Subgrifico mostrando en el ¢je Y de 0 a 25 x 10° UFC.

Se observa en la figura 14-A el mismo patrén observado en la curva de crecimiento de la figura
13, viéndose una disminucién en el crecimiento de las células tratadas con el péptido troyano 1, lo
mismo ocurre durante 12 horag con la feromona alfa; sin embrago el subgréfico de la figura 14-B,
revela que mientras las células tratadas con levadura se maniienen viables, solo se detiene su

31




replicacidn, las células tratadas con el péptido reducen su viabilidad a 0, indicando que estdn
muriendo, esto demuestra que los péptidos desarrollados se tratan de agentes fungicidas.

Sin embargo este efecto fungicida podia no deberse al disefio de los péptidos, sino a una accién
de la feromona alfa, la cual se ha reportado que a altas concentraciones (59 M) puede causar
muerte celular programada en S. cerevisiae. Este proceso estd mediado por el reconocimiento del
receptor Ste2 y la activacion de la cascada de las MAP cinasas, la acumulacién de especies
reactivas de oxigeno y la liberacidn de citocromo C (Severin y Hyman, 2002). Con el fin de
descartar esta posibilidad, se probaron los péptidos troyanos en una cepa de S. cerevisiae MATa
que carece del gen Ste4, el cual codifica para la proteina  del heterotrimero de la proteina G (ver
figura 9); esta proteina es la encargada de iniciar los complejos que activan a las MAP cinasas;
asf en esta cepa carente de Ste4 no se detiene el crecimiento celular en presencia de la feromona

alfa.
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Figura 15. El mecanismo de muerte celular en S. cerevisiae MATa inducido por les péptidos troyanos
es independiente de la transduccién de sefial mediada por Ste2 Curva de crecimiento de S. cerevisiae
W303-1A ASted con agua (CONTROL-azul), feromona alfa a 20 pM (FER-rojo), péptido troyano 1 a 20
M (PT1-negro) y péptido troyano 2 a 20 pM (PT2-naranja) en YPD por 23 hrs.

La cepa S. cerevisiae W303-1A ASte4 al no presentar la subunidad B de la proteina G que da
inicio a la cascada de sefializacién que puede desencadenar en la detencién del crecimiento o en
la muerte celular por la secuencia de la feromona alfa, no presenta ninguna de estas respuestas,
sin embargo los péptidos troyanos contimian causando muerte a las células de S. cerevisiae MATa
(figura 15), por lo tanto los péptidos troyanos actian mediante un mecanismo independiente de
los causados por la feromona alfa.

Con el fin de corroborar este dato, los péptidos se probaron contra la cepa W303-1A ASs12; ya que
el gen Sst2 codifica para una proteina que acorta el tiempo de unidn de la subunidad o al GTP,
acelerando la reasociacion con Gy y atenuando la respuesta celular a la feromona. Al eliminar el
gen Sst2, la levadura es mds sensible a la feromona alfa. Si los péptidos causan su efecto debido a
la secuencia de la feromona alfa, entonces estos veran aumentada su actividad también a menores
concentraciones en la cepa W303-1A ASst2.
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Figura 16. Los péptidos troyanos sen hipersensibles en una cepa de S. cerevisiae MATa hipersensible
a la feromona alfa. Curva de crecimiento de S. cerevisine W303-1A ASst2 con agua (CONTROL-azul),
feromona alfa (FER-rojo), péptido troyaneo 1 (PT1-negro) y péptido troyano 2 (PT2-naranja) en YPD por

23 hrs. A) (0.4 pM), B) @ pM), C) (20 uM).

Los experimentos en la figura 16-A confirman que la feromona detiene el crecimiento a menores
concentraciones (0.4 uM) que cuando la protefna Sst2 esta presente <20uM (ver Fig. 13). En el
caso de los péptidos troyanos también requieren de una menor concentracidn para causar el efecto
fungicida, lo cual sugiere que el mecanismo de muerte si involucra la unién de Ste2 con la
proteina G trimérica. Es importante destacar que las diferencias en crecimiento entre los péptidos
troyanos y la feromona se reducen en este fondo genético, lo cual sugiere que la mayor parte de
las células estarfan arrestadas. Esta observacién requiere una validacién analizando unidades
formadoras de colonias.

Ademds, algo que destaca en estas graficas, es el efecto de saturacién de la feromona alfa: a 4 uM
(figara 16-B) y 20 uM (figura 16-C) no hay diferencia en la magnitud del arresto causado por la
feromona alfa ni los péptidos woyanos 1 y 2. Esto indica que los péptidos troyanos activan el
arresto celular, pero en una fraccién también actdan en este fondo genético de una manera
independiente al arresto sobre las levaduras causando su muerte, tal y como se habia demostrado
en la figura 15.

4.2. Determinaci6n de la selectividad al receptor Ste2 de la actividad de los péptidos
troyanos
Con la finalidad de probar que la accién fungicida de los péptidos troyanos es mediada por el

receptor Ste2, se probaron los péptidos en una cepa MATa de S. cerevisiae la cual no expresa el
receptor SteZ y en una cepa MATa ASteZ2, la cual tiene el gen del receptor Ste2 deletado.
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Figura 17. El receptor Ste2 media la selectividad de los péptidos troyanos. Curva de crecimiento de .
cerevisiae A)BY4742 (MATq) y B)BY4741 Aste2 (MATa) con agua (CONTROL-azul), feromona alfa a 20
uM (FER-rojo), péptido troyano 1 a 20 pM (PT1-negro) y péptido troyano 2 a 20 uM (PT2-naranja) en
YPD por 23 hrs.

En la figura 17-A se observa que la cepa de S. cerevisiae BY4742 (MAT @) la cual no expresa el
receptor Ste2 especifico para la feromona alfa, no es afectada por la feromona alfa y tampoco por
los péptidos troyanos; de igual manera en la figura 17-B se puede ver que la cepa de S. cerevisiae
BY4741 Aste2 (MATa) ala cual se le eliming el gen que codifica para el receptor Ste2 tampoco es
afectada por la feromona alfa y los péptidos troyanos, lo cual indica que la actividad fungicida de
los péptidos depende de la expresion del receptor Ste2.

Para corroborar que los péptidos troyanos actiian especificamente sobre S. cerevisiae MATa, se
probaron en dos levaduras diferentes: Candida glabrata y Pichia pastoris.
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Figura 18. Los péptides troyanes no tienen efecto antifiingico en C. glabrata. Curva de crecimiento de
C. glabrara con agua (CONTROL-azul), feromona alfa a 20 uM (FER-rojo), péptido troyano 1 a 20 uM
(PT1-negro) y péptido troyano 2 a 20 uM (PT2-naranja) en YPD por 23 hrs.

Ninguno de los dos péptidos troyanos o la feromona alfa causé variaciones en el crecimiento con
respecto al control. Se ha reportado que C. glabrata expresa el receptor CgSte2 (Muller y cols.,
2008), €l cual es homologo al Ste2 de S. cerevisiae, aunque no responde a la feromona alfa como
se muestra en la figura 18.
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Figura 19. Les péptidoé troyanos no tienen efecto antifingico en P. pastoris. Curva de crecimiento de
P. pastoris con agua (CONTROL-azul), feromona alfa a 20 pM (FER-rojo), péptido troyano 1220 uM
(PT I-negro) y péptido troyano 2 a 20 yM (PT2-naranja) en YPD por 23 hrs.

En P. pastoris no se han reportado genes homélogos a los involucrados en la reproduccion sexual
de S cerevisiae. Acorde con esta noci6n, el crecimiento de P. pastoris no es afectado por la
feromona alfa ni a los péptidos troyanos (véase figura 19). Estos resultados confirman el cardcter
de especificidad que tienen los péptidos troyanos para con S. cerevisiae MATa.

Con la finalidad de determinar si el modo de reconocimiento de los péptidos royanos al receptor
Ste2 es igual al de la feromona alfa, se sintetizaron 5 mutaciones en el péptido troyano 1 en la
regién de la feromona alfa. Estas mutaciones se han reportado que aumentan o disminuyen la
actividad de la feromona alfa (Abel y cols., 1998). Se mandaron sintetizar 5 péptidos mutantes del
péptido troyano 1 con sustituciones de alaninas en las posiciones 8, 11, 14, 15y 19.
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Figura 20. Anilisis del modo de reconocimiento de Ia secuencia de la feromona alfa en el PT1 al
receptor Ste2. Curvas de crecimiento de S. cerevisinze W303-1A {(MATa) con agua (CONTROL-azul),
péptido troyano 1 a 2 M (PT1-negro), PTIMS a 2 uM(rojo), PTIM11 a2 pM(verde), PTIM14 a2
1M(café), PTIMI5 a2 pM(rosa) y PTIM19 2 2 pM(morado) en YPD por 23 hrs.




Basdndome en los resultados reportados por Abel, hago una comparativa con los resultados de
este trabajo:

+180%

PTIMI4  ProfAla - 24% L 12%

PLIMIS © TwiAl £202% + 8%

Los porcentajes presentados representan la cantidad de feromona o péptido extra o sobrante que
¢s necesaria para causar un halo de inhibicién de 15 mm como el causado por la feromona alfa
nativa en el caso de los resultados de Abel y en el caso de los resultados de este trabajo, es la
variacién del efecto entre las graficas de los péptidos mutantes y el péptido troyano 1. Estas
diferencias son importantes de considerar al comparar los resultados reportados.

Observamos que las mutaciones por alanina en el péptido troyano I reproducen los cambios de
actividad reportados en las posiciones equivalentes de la feromona alfa. Cabe mencionar que se
usaron cepas distintas en el estudio reportado por Abel (cepa supersensible a la feromona alfa),
asi como formas de medicidn diferentes como se mencioné arriba. Estos resultados indican que la
interaccién del péptido troyano con el receptor Ste2 es similar al de la feromona alfa.

4.3. Determinaci6n de la actividad antibacteriana de los péptidos troyanos.

Los péptidos troyanos fueron determinados en base a propiedades fisicoquimicas propias de los
péptidos antibacterianos lineales catidnicos alfa helicoidales. Para verificar la actividad
antibacteriana de los péptidos troyanos, se determinaron las concentraciones minimas inhibitorias
en la bacteria: Escherichia coli DHIOB.
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Figura 21. Efecto antibacteriano de los péptidos troyanbs sobre bacterias Curva de crecimiento de E.
coli DHI0B con agua (CONTROL-~azul), feromona alfa (FER-rojo), péptido troyano 1 (PT1-negro) y
péptido troyano 2 (PT2-naranja) en LBawp aougms POr 23 hrs. A) 10uM, B) 24 pM.

Los resultados muestran que la feromona alfa (la cual sus propiedades fisicoquimicas no la
identifican como un antibacteriano; datos no mostrados) no afecta el crecimiento de la bacteria;
mientras que el péptido troyano 1 si tiene actividad antibacteriana (figura 21-A) desde una
concentracién de 10 uM ya que impide el crecimiento de la bacteria por 24 horas, mientras que el
péptido troyano 2 solo impide el crecimiento por un par de horas. Al aumentar la concentracion a
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24 uM, el péptido troyano 2 aumenta su actividad impidiendo el crecimiento por 24 horas
igualando el efecto del péptido troyano 1 (figura 21-B).

Se han reportado experimentos en los cuales se colocan péptidos antibacterianos en presencia de
mitocondrias, dando como resultado el hinchamiento y posterior ruptura de las mitocondrias, esto
se atribuye al pasado comin entre bacterias y mitocondrias. De acuerdo a 1a teoria endosimbidtica
la membrana mitocondrial tiene ciertas semejanzas con la membrana bacteriana lo cual permite
que los péptidos disefiados con el fin de alterar ciertas membranas bacterianas también afecten a
la mitocondrial. Nuestros resultados sugieren que los péptidos troyanos podrian tener actividad
sobre mitocondrias.

4.4. Determinacién de las actividades de “cazador” y “asesino” en los péptidos
troyanos unificadas en un solo dominio.

Con la finalidad de comprobar que la funcién antibacteriana se encuentra sobrelapada con la
funcién de reconocimiento en un solo dominio funcional y no solo en los 6 aminoacidos
agregados, se mandaron sintetizar los primeros 6 aminodcidos agregados del péptido troyano 1y
este fragmento se probé conira la bacteria E. coli.
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Figura 22. Determinacién del sobrelapamiento de la actividad “cazador” y “asesino” en un solo
dominio. Curva de crecimiento de E. coli DHI0B con agua (CONTROL-azul). A) FRAG1-6PT1 60
pM(verde). B) FER + FRAG1-6PT1 22 uM(morado).

Al analizar la gréfica 22-A es evidente que el fragmento del péptido troyano 1 no causa efecto por
si solo sobre la bacteria a diferencia del péptido completo(figura 231B). Debido a una posible
interaccidn del fragmento con la secuencia de la feromona alfa, se probé una mezcla equimolar de
ambas, observandose que esta no causa ningiin efecto sobre la bacteria(ver figura 24-B). Por estos
datos puedo concluir que la propiedad antibacteriana del péptido reside en la secuencia total de
aminodcidos y no en los 6 primeros aminodcidos, sobrelapandose las actividades en un solo
dominio funcional.

4.5. Determinaci6n la estructura secundaria y terciaria de los péptidos troyanos.
Dentro del estudio de las caracteristicas de los péptidos troyanos, se estdn realizando estudios

para determinar su estructura secundaria y terciaria, entre ellos estudios de Dicrofsmo Circular y
Cristalograffa, aqui presento los resultados obtenidos.
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4.5.1. Dicroismo Circular.
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Figura 23. Grificos tipicos que se obtienen de las estructuras secundarias que puede presentar una
proteina. A) Hélice alfa, hoja beta, giros y estructuras no definidas. B) Hélice de poliprolinas (Rucker y

cols., 2003).
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Figura 24. Estructuras secundarias por dicrosimo circular de los péptidos troyanos. A) PT1
agua(negro) esiructura no definida, metanol 509%(azul) posible hélice tipo poliprolinas y TFE 50%(rojo)
posible hélice alfa. B) PT2 agua(negro) estructura no definida, metanol 50%(azul) posible hélice tipo
poliprolinas y TFE 50%(rojo) posible hélice alfa.

En la figura 24 A y B se mucstran los resultados obtenidos de los péptidos troyanos 1y 2
respectivamente, al disolverlos en diferentes solventes, en la dilucién en agua se observa un
espectro similar a upa estructura no definida (ver Fig. 23-A), mientras que en metanol al 50%, al
se observa la estructura de una hélice de poliprolinas (ver Fig. 23-B) con un pico positivo cercano
2 229 y un fuerte pico negativo en 209; mientras que para el TFE, ¢l cual ayuda a la formacién de
alfa hélices, se observan picos a 208 nm tipicos de hélices alfa, siendo este mucho més claro en el
péptido troyano 1 que en el 2, sin embargo no forma el pico caracterfstico de 220 nm (ver figura
23-A).

Por lo tanto los péptidos troyanos tienen distintas conformaciones dependiendo del medio que los
rodea: en medio acuoso no presentan una estructura definida, pero tienden a formar estructuras
hélicoidales, mientras que en medios hidrofébicos adoptan la conformacién de hélices alfa, esto
coincide con las estructuras reportadas por Saskiawan para la feromona alfa (Fig 25) (Saskiawan
y cals., 2002): en su momento s les considerd random coils, sin embargo éstas presentaban un
pico en 208nm apraximadamente ¥ uno en 220 nm, coincidiendo con hélices alfa.
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Figura 25. Dicroismo Circular de la feromona alfa. En
metanol 50% (e) helice alfa (Saskiawan y cols., 2002)

De igual forma Higashijima determind que la feromona alfa no tiene una estructura secundaria
definida en solucién acuosa como se observa en la figura 26-A, en presencia de vesiculas
unilamelares de fosfatidilcolina-fosfatidilserina el espectro cambia sin dar un patrén tipico de una
estructura regular, sin embargo al estar en contacto con micelas de lisofosfatidilcolina el espectro
muestra un patrén parecido al de una hélice de poliprolinas (Higashijima, 1983). Lo cual es
coherente con las observaciones hechas por RMN que indican que en presencia de membranas de
fosfolipidos con carga negativa, el amino terminal toma conformacién de hélice alfa (figura 28-B)
(Higashijima y cols., 1984), mientras que el resto se mantiene en una conformacién no definida.

(8Ix 104 feg cme.dmol-y

Figura 26. Estructﬁra secundaria de la feromona alfa. A) Espectro de Dicroismo Circular para la alfa-
feromona en solucién acuosa (—), en SUCVS (-—) y en presencia de fosfatidilcolina(---) (Higashijima,
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1983). B) Conformacién y localizacién de la feromona alfa en una membrana de fosfatidil
colina.(Wakamatsu y cols., 1987).
Dado que en el disefio se planted que los péptidos tendrfan estructura de hélice alfa en medios
lipidicos, se espera que al disolverlo en SUCVS o fosfatidil colina, adquirirén una conformacién
helicoidal debido a su anfifilicidad, mostrando un espectro tipico en la grifica de dicroismo
circular.

4.5.2. Cristalografia.

Para determinar tanto la estructura secundaria como la terciaria de los péptidos troyanos se
recurrié a la cristalograffa. Para este fin el Dr. Alfredo Torres Larios obtuvo cristales de los
péptidos troyanos. A continuacién muestro el primer juego de cristales obtenido.

Figura 27. Cristales de los péptides troyanes. A) PT 1) PT2.

Estos cristales fueron difractados, pero los cristales del péptido troyano 1 se fundieron bajo los
rayos X. No fue asi el caso de los cristales del péptido troyano 2. Con este juego de datos se
realizé la estrategia del reemplazo molecular, haciendo uso de un modelo helicoidal, sin embargo
esta estrategia requiere un mayor grado de resolucidn, ya que de otra forma el reemplazo no es
muy claro y las estructuras no ajustan.

Figura 28. Patrén de difraccién del péptido troyano PT2.
Aprovechando la metionina ubicada a dos posiciones del extremo carboxilo del péptido troyano

2, esta se sustituyo por una molécula de seleno-metionina, generando el péptido PT2MI8SEM.
Gracias al selenio que tiene anexo, este se puede usar como un marcador de densidad electrénica
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dentro del patrén de difraccién, lo cual permitird realizar un mejor reemplazo helicoidal,
permitiendo obtener la estructura secundaria de los péptidos troyanos.

Antes de comenzar con la cristalizacion del PTM18SEM, se realizaron curvas de crecimiento en
S. cerevisiae agregando este péptido con la finalidad de comparar la actividad de este péptido con
PT2, obteniendo los siguientes resultados.
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Figura 29. Comparacidén de efecto antifiingico entre los péptidos troyanos: PT2 y PT2M18SEM.
Curvas de crecimiento de S. cerevisiae W303-1A (MATa) contra agua (CONTROL-azul), péptido troyano2
(PT2-negroy y PT2MI18SEM (naranja) A) 4 uM. B) 20 pM.

Como se puede observar en las figuras 29 Ay B, tanto el efecto de muerte celular de S. cerevisiae
MATa como la magnitud del efecto a la misma concentracién se mantiene en el PT2M18SEM
con respecto al péptido troyano 2 del cual se origing, lo cual es indicativo que el selenio no
modifica las propiedades del péptido. Una vez con estos datos se comenzd el proceso de
cristalizacién del péptido, obteniéndose los cristales que muestro en la figura 30.

Figura 30. Cristales del péptido troyano PT2M18SEM.

Estos cristales fueron difractados, obteniéndose una resolucién de 3.2 A°. Con el patrén de
difraccidén obtenido se realizé una bisqueda de los dtomos de Selenio, para realizar el reemplazo
de la estructura del péptido. Para la resolucién de la estructura se hizo uso del programa Shelx y
con el programa XDS se procesaron los datos para refinar el modelo. El Profesor George M.
Sheldrick de la Universidad de Géttingen en Alemania apoy6 al Dr. Alfredo Torres Larios en la
resolucién del cristal, llegando a una resolucién de 3.5 A°, obteniendo una estructura helicoidal
lineal (ver figura 31) lo cual concuerda con el disefio de los péptidos y los resultados de
Dicroismo Circular.
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Figura 31. Estructura del péptido troyano PT2M18SEM.
El péptido mutante del péptido troyano 2 presenta estructura de hélice alfa.
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5. DISCUSION

El desarrollo de nuevos medicamentos es un drea de gran interés para la industria farmacéutica y
el drea de la salud; sin embargo, no es una tarea sencilla, y se presentan una serie de
complicaciones que se pueden resumir en el costo de descubrimiento de nuevos compuestos y los
efectos secundarios asociados a la actividad de estos compuestos.

En particular, la estrategia a seguir para encontrar nuevos firmacos es el tamizaje de compuestos
mediante “prueba y error”, lo cudl implica una gran cantidad de recursos y tiempo. Mediante Ia
metodologfa in silico desarrollada en nuestro laboratorio se lograron analizar 344,857,923
secuencias peptidicas, prediciendo que solo 30 de ellas serfan téxicas a mitocondrias y bacterias,
siendo este un nimero mds razonable de compuestos a probar experimentalmente en el
laboratorio.

Otro de los principales problemas es la especificidad celular de los medicamentos, ya que estos en
ocasiones no solo actiian sobre las células que causan la enfermedad o sobre las células enfermas,
sino que también tienen efecto sobre células sanas, dando lugar a efectos secundarios indeseables.
El disefio in silico desarrollado en nuestro grupo de trabajo nos ha permitido identificar péptidos
que presentan actividad farmacoldgica especifica para cierto tipo de células, lo cual evita en gran
medida posibles efectos secundarios sobre otros tipos de células.

Los péptidos antifiingicos desarrollados en nuestro grupo, péptidos troyanos, actian causando
muerte sobre un tipo especifico de levadura: Saccharomyces cerevisiae MATa. Nuestros péptidos
troyanos estdn basados en la secuencia de la feromona alfa, la cual es reconocida de forma
especifica por el receptor Ste2 (Bardwell, 2004) y esto determina la especificidad por las células
reconocidas por nuestros péptidos. De hecho, la ausencia del receptor Ste2 evita la accién de los
péptidos troyanos en la levadura.

Existen reportes que muestran que la feromona alfa puede causar muerte celular a un 30% de las
células de S. cerevisiae MATa a altas concentraciones (59 uM) (Severin y Hyman, 2002). Este
proceso se da mediante la activacion de una cascada de sefializaci6n iniciada por las subunidades
de la proteina G acoplada al receptor Ste2, lo cudl podrfa sugerir que la muerte causada por los
péptidos troyanos en realidad la produce la secuencia de la feromona alfa. Sin embargo, al probar
los péptidos con una cepa la cual tiene la via de sefializacién interrumpida en la subunidad B de la
proteina G, se sigue observando el mismo efecto de muerte celular. Esto indica que el efecto de
muerte de los péptidos troyanos es independiente de la sefial de transduccién de la feromona alfa.

La feromona alfa fue transformada en péptido troyano al agregarle seis aminoécidos, ya que con
estos adquirié las propiedades fisicoquimicas para ser téxico a bacterias y a las células de
levadura al estar dentro y reconocer sus mitocondrias. Este proceso de internalizacién celular se
basa en que la feromona alfa de forma natural es internalizada por endocitosis a la célula, junto
con el receptor (Toshima y cols., 2006).

Los datos de éste trabajo muestran que los péptidos troyanos causan muerte en las células de S.
cerevisiae MATa a concentraciones micromolares (20uM). El mecanismo mediante el cual se
causa la muerte de la levadura por los péptidos troyanos aun es desconocido, sin embargo ya que
los péptidos estdn disefiados para afectar a la mitocondria, esto nos hace pensar en vias de muerte
que involucran a la mitocondria como son: la apoptosis dependiente de caspasas (Mazzoni y
Falcone, 2008), apoptosis independiente de caspasas (Liang y cols., 2008) o la muerte autofigica
(Tsujimoto y Shimizu, 2005).
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Los valores de punto isoeléctrico y momento hidrofébico usados para el disefio de los péptidos
troyanos coinciden con péptidos que presentan actividad antibacteriana selectiva (Wieprecht y
cols., 1997) (Dathe y cols., 2001), por lo cual se esperaba que los péptidos troyanos presentaran
actividad antibacteriana. De hecho, al probarlos ante la bacteria Escherochia coli estos
presentaron actividad antibacteriana a concentraciones micromolares (24 pM). Dadas las
similitudes filogenéticas, estructurales y funcionales de las membranas de las bacterias y las
mitocondrias (Yeaman y Yount, 2003) y el hecho que los péptidos troyanos actidan sobre
bacterias, es factible hipotetizar que el blanco intracelular de estos es la mitocondria.

Dentro de las propiedades fisicoquimicas evaluadas para los péptidos, se encuentra el pardmetro
AGADIR, el cudl indica la tendencia a formar hélices alfa, las cuales ya se han reportado como
conformaciones estructurales de algunos péptidos antibacterianos (Brogden, 2005) (Zasloff,
1987). Mediante estudios de dicroismo circular y cristalografia se determiné que los péptidos
presentan una conformacién de hélice alfa, lo cuél apoya el mecanismo de dafio a la mitocondria
mediante la unidn de los péptidos helicoidales anfifilicos a la membrana mitocondrial, induciendo
la formacién de poros y posiblemente rompiendo la membrana mitocondrial desencadenando la
muerte celular de Saccharomyces cerevisiae MATa

(Como llega el péptido a la mitocondria? La respuesta a esta pregunta aun la desconocemos; en
particular, en el caso de la feromona alfa al ser endocitada es degradada por enzimas lisosomales
(Roth y cols., 1998), lo cuél sugiere que los péptidos troyanos de alguna manera se liberan de la
vesicula fagocitica por un mecanismo desconocido, y una vez libre en el citoplasma pensamos
que al igual que en el caso de algunos péptidos antibacterianos(Plesniak y cols., 2004), los
péptidos troyanos son atraidos debido a su carga positiva a las cargas negativas de los
fosfolipidos de la membrana mitocondrial, donde los residuos hidrofébicos permitirfan la
interaccién con la membrana mitocondrial, uniéndose a esta mediante una interaccién hidrofébica
con los fosfolipidos de la membrana, quedando los residuos hidrofilicos expuestos al citoplasma
celular. Creemos que esta accién puede generar poros en la membrana mitocondrial o su ruptura,
posiblemente causando la salida de componentes mitocondriales que pueden servir como sefiales
de muerte celular como lo es el citocromo ¢ en la apoptosis.

Es importante mencionar que la funcién de reconocimiento y muerte celular estén sobrelapadas
en un solo dominio: nuestros resultados muestran que se requiere de los 19 aminoacidos que
componen a los péptidos troyanos para que estos tengan actividad; ni la feromona alfa o los 6
aminodcidos agregados por si solos causaron muerte celular, demostrando que se pueden fusionar
dos funciones en un solo dominio funcional.

Al probar que los péptidos desarrollados son antifiingicos de manera especifica para el organismo
modelo Saccharomyces cerevisiae MATa, da lugar al futuro desarrollo de péptidos antifiingicos
especificos para levaduras patégenas de interés en el drea clinica, como pueden ser Candida
albicans o Candida glabrata, las cuales generan infecciones en pacientes inmunosuprimidos
(Sanchez-Vargas y cols., 2005). Ademds, estos patégenos en dltimas fechas han presentando
resistencia a los firmacos usados para su tratamiento(Persidis, 1999), por lo cuél es importante el
desarrollo de nuevos agentes terapéuticos.
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6. CONCLUSIONES
En base a los resultados expuestos en el presente trabajo, se llegé a las siguientes conclusiones:

“ Los péptidos troyanos causan muerte celular en Saccharomyces cerevisiae MATa a
concentraciones micromolares.

El efecto de muerte causado por los péptidos troyanos, es independiente de la sefial de
‘ transduccién mediada por el receptor Ste2. Sin embargo, la interaccién con la proteina G tiene un
papel en la muerte inducida por estos péptidos.

Los péptidos troyanos muestran actividad fungicida especifica, y ésta depende de la expresion del
‘ \ receptor Ste2.

Los péptidos troyanos son antibacterianos en Escherichia coli a concentraciones micromolares.

Los péptidos troyanos presentan las actividades “cazador” y “asesino” en un solo dominio.

‘ Los péptidos troyanos presentan dos tipos de conformaciones: una estructura no regular y una
hélice alfa lineal, dependiendo de las propiedades del solvente.




7. PERSPECTIVAS

Una vez analizados los datos obtenidos en este trabajo, quedan una serie de incégnitas, las cuales
deberén ser contestadas en estudios posteriores. A continuacién las menciono:

Determinar si los péptidos troyanos causan dafio a mitocondrias. Esto se puede llevar a cabo por
varios métodos:

-Expresién intracelular de los péptidos troyanos en Saccharomyces cerevisiae, mediante un vector
inducible.

-Exposicién de mitocondrias aisladas de Saccharomyces cerevisiae a los péptidos troyanos.

-Determinacién de la capacidad respiratoria de Saccharomyces cerevisiae ante los péptidos
troyanos.

Determinar el proceso de internalizacién y el mecanismo de acciéon mediante el cual inducen
muerte celular los péptidos troyanos.

- Se ha realizado una bisqueda de los genes involucrados en los procesos de endocitosis y muerte
celular. Se probaran los péptidos troyanos sobre cepas con deleciones en estos genes con el fin de
observar sobrevivencia celular y de esta forma determinar si los genes forman parte del
mecanismo de accién de los péptidos troyanos.

Obtener imdgenes de microscopia electrnica de levaduras, sus mitocondrias y las bacterias
tratadas con los péptidos troyanos y analizar su morfologia.

Usar los péptidos troyanos con otras especies de bacterias, para evaluar su rango de accién
antibacteriano.

Sintetizar y probar algunas de las secuencias que no fueron predichas como péptidos troyanos, asi
como los 28 péptidos restantes que si fueron predichos, con el fin de evaluar correctamente el
método de evaluacién de las propiedades fisicoquimicas de los péptidos.
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