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RESUMEN

El cancer y la resistencia a los antibidticos son algunos de los principales
problemas de salud y desafios que actualmente enfrenta la humanidad, por ello la
comunidad cientifica se ha enfocado en descubrir nuevas moléculas terapéuticas y en
base a ellas disefar nuevos fdrmacos que mitiguen esta problematica. Los péptidos
bioinspirados en fosfolipasas (PLA;) derivados del veneno de serpientes han surgido
como una alternativa innovadora para la inhibicidn de tumores y de poblaciones
microbianas patégenas. En este estudio se sintetizaron tres péptidos derivados de tres
PLA2s Asp49 bdsicas: Bmje (YNKKYRYHLKSCKKADK), Bmtxj (YNKKYMKH LKPCKKA) y
Cergo (NLRTYKKRYMFY). Dichas secuencias fueron analizadas por programas
bioinformaticos tales como AMPA, PepDraw, I-TASSER, HemoPI, ToxinPred y NetWheels
para determinar sus propiedades fisico-quimicas y su toxicidad in silico. Posteriormente,
las secuencias seleccionadas fueron sintetizadas, purificadas por cromatografia FLASH e
identificadas mediante espectrometria de masas MALDI-TOF MS. El grado de pureza se
determiné mediante cromatografia liquida de alta eficiencia en fase reversa (RP-HPLC).
Seguidamente, el potencial antitumoral de los péptidos fue evaluado mediante el
ensayo de viabilidad celular por reduccién de MTT en tres lineas celulares de carcinoma
humano (Caco Il, Hep-G2 y MCF-7), mientras que el potencial antimicrobiano fue
evaluado en tres cepas bacterianas de interés clinico (Escherichia coli, Staphylococcus
aureus y Candida albicans). Se observé una actividad antitumoral moderada del péptido
Bmje contra MFC-7 con una concentracion letal media (Clso) de 464,85 uM, mientras
que Cergo presento actividad antimicrobiana contra E. coli con un CMI de 75 uM y Bmtxj
contra S. aureus con un CMI de 37,5 uM. Adicionalmente, ninguno de los tres péptidos
evaluados presentd un caracter hemolitico. Estos resultados evidencian que las
fosfolipasas representan un grupo de toxinas que puede funcionar como arquetipos
adecuados para el disefio de moléculas bioactivas prometedoras contra problemas de

salud publica.

Palabras clave: Fosfolipasa, péptido, anticancer, antimicrobiano, catidnico, veneno,

serpiente.



ABSTRACT

Cancer and antibiotic resistance are the main health problems facing humanity
today. Therefore, the scientific community has focused on discovering new therapeutic
molecules and based on them design new medications that mitigate this problem. Bio-
inspired peptides in phospholipases (PLA;) derived from snake venom, have emerged as
an innovative alternative for the inhibition of tumors and pathogenic microbial
populations. In this study, three peptides derived from Asp49 PLA2 were synthesized:
Bmje  (YNKKYRYHLKSCKKADK), Bmtxj (YNKKYMKH LKPCKKA) and Cergo
(NLRTYKKRYMFY). These sequences were analyzed by bioinformatics programs to
determine their chemical physical properties, such as AMPA, PepDraw, I|-TASSER,
HemolP, ToxinPred and NetWheels. Subsequently, they were synthesized, purified by
FLASH chromatography and identified by mass spectrometer MALDI-TOF MS. The
degree of purity of the three peptides was determined by high efficiency liquid
chromatography (RP-HPLC). Then, the antitumor and antimicrobial potential of the
peptides was evaluated by cell viability assay by reduction of MTT in three human
carcinoma cell lines (MCF-7, Caco Il and Hep-G2), while antimicrobial potential was
estimated in three bacterial strains of clinical interest (Escherichia coli, Staphylococcus
aureus and Candida albicans). Bmje presented a moderate anti-cancer activity in MFC-7
with a mean lethal concentration (LCso) of 464.85 uM, while Cergo showed antimicrobial
activity against E. coli with a MIC of 75 uM and Bmtxj against S. aureus with a MIC of
37,5 pM. In addition, none of the three peptides evaluated presented a hemolytic
character. These results show that phospholipases represent a group of toxins that can
function as specific archetypes for the design of promising bioactive molecules against

public health problems.

Keywords. Phospholipase, peptide, anti-cancer, antimicrobial, cationic, venom, snake.
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1. CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION
1.1. ANTECEDENTES

1.1.1. Problemas de salud publica: el cancer y la resistencia a los
antibidticos

Actualmente, el mundo enfrenta una serie de problemas de salud publica que

requieren atencién y entre ellos estan el cancer y la resistencia a los antibidticos (1,2). Se

estima que si no se logra encontrar soluciones efectivas hasta el afno 2050 ambos

problemas de salud en conjunto llevarian a mas de 18 millones de muertes en el mundo

(3). Por ello, es de extrema utilidad conocer a fondo sobre el cancer, la resistencia a

antibioticos e investigar sobre posibles terapias innovadoras.

El cdncer es un conjunto de enfermedades de origen genético caracterizadas por la
proliferacién y crecimiento descontrolado de células somaticas. Estas células presentan
una alta resistencia a la apoptosis lo que les confiere una baja tasa de mortalidad, y la
capacidad de diseminarse a los tejidos aledafios y proliferar provocando una metdstasis (4—
6). El proceso por el cual se origina el cadncer es causado por alteraciones en el material
genético tales como: mutaciones puntuales, amplificaciones, translocaciones y deleciones
en cromosomas y mutaciones en protooncogenes volviéndolos oncogenes (5,6). Las
alteraciones o mutaciones en el genoma pueden ser provocadas por distintos agentes
como: la exposicién a infecciones virales como HVP, a influencias ambientales como la

exposicidén a agentes cancerigenos o a la radiacion y al estilo de vida que se lleve (7).

Actualmente existen diversos tratamientos disponibles que buscan mitigar vy
eliminar el cadncer, como son: la cirugia, quimioterapia, radioterapia e inmunoterapia (6,8).
Sin embargo, debido a los problemas inherentes a cada una de estas estrategias, la
comunidad cientifica continda buscando y desarrollando nuevos potenciales farmacos

antitumorales de origen sintético o natural (9).

Por otro lado, la resistencia se define como el mecanismo por el cual un
microorganismo patogeno logra disminuir la accién de los agentes antimicrobianos (10). Se
considera que existe resistencia microbiana a un farmaco cuando este requiere de una
concentracion al menos cuatro veces mayor a la concentracion minima inhibitoria (CMI)

(11). Se piensa que dicha resistencia nace como una respuesta de los microorganismos al



uso y el abuso de los antibidticos actuales, los cuales en su mayoria no han sido renovados

desde la década de 1940 cuando fueron descubiertos (1,12-14).

Actualmente, el numero de cepas bacterianas resistentes supera el nimero de
compuestos antibiéticos clinicamente aprobados en las Ultimas décadas (14). En virtud de
esto, este obstaculo se ha convertido en un desafio mundial que requiere atencién

prioritaria.

Ante este contexto, la comunidad cientifica se ha dedicado a revelar nuevas
estructuras moleculares capaces de abordar ambos problemas de salud publica. Tal es el
caso de los venenos aislados de serpientes, los cuales proveen de un amplio catdlogo de
moléculas dinamicas que sirven como plantillas potenciales para el desarrollo de
estrategias innovadoras de tratamiento para combatir tanto a las bacterias resistentes

como a las células tumorales (14-16).

1.1.2. Venenos de serpientes

Los venenos de serpientes estan conformados por una amplia diversidad estructural
y funcional de diferentes moléculas que incluyen péptidos, carbohidratos, proteinas,
minerales y enzimas (17). Los elementos clave de estos cocteles proteicos a menudo son
enzimas tales como las neurotoxinas, miotoxinas, cardiotoxinas y hematotoxinas. Su
efecto téxico radica en la accidon sobre blancos celulares especificos cumpliendo funciones

de inmovilizacién y predigestién de las distintas presas (7,18,19).

Debido a la especificidad de los efectos bioldgicos, los componentes de los venenos
se han convertido en materiales valiosos para la investigacidén. Lo cual incluye analisis
estructurales y determinacion del potencial terapéutico posibilitando el desarrollo de
nuevos farmacos. (7,18). Dentro del grupo de biomoléculas con destacado potencial
terapéutico se puede encontrar serinproteasas, metaloproteasas, acetilcolinesterasas, L-
aminodcido oxidasas, desintegrinas, lectinas y principalmente fosfolipasas A, (PLA;)
(17,20). En especial estas ultimas moléculas (PLAz) poseen un valor terapéutico reconocido
por sus distintas aplicaciones y propiedades farmacolégicas (14). Ademads, estan entre las

proteinas mas estudiadas y caracterizadas de los venenos de serpientes (21).



1.1.3. Fosfolipasas

Las fosfolipasas se conocen como un grupo de toxinas hidroliticas que presentan la
capacidad bioquimica de romper los enlaces éster presentes en los glicerofosfolipidos. Su
mecanismo de accion resulta en la liberacién de acido araquiddnico y lisofosfolipidos (22).
Segun el sitio de incisidn, las fosfolipasas se clasifican en 5 grupos que son: A;, A;, B, Cy D

(7) (Figura 1).

FosfolipasaB —— Fosfolipasa A1

l

Fosfolipasa A2 ﬁ
0 H2C — O — C
[ | R
/C— 0 — CT O Fosfolipasa D
R2 H l
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o
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Figura 1. Sitios de incisién de las fosfolipasas PLA1, PLA2, PLB, PLC y PLD (7) . Las toxinas fosfolipasas actuan
hidrolizando lipidos de membrana y pueden ser clasificadas segun el sitio de corte y especificidad a este

sustrato.

Las PLA3s suelen ser las toxinas mas abundantes en el veneno de serpientes, los
cuales desencadenan una serie de alteraciones y desorganizacidon en las membranas
celulares (9,14). Tales eventos moleculares culminan en varios efectos farmacoldgicos
incluyendo: miotoxicidad, anticoagulacidn, neurotoxicidad, relajacién vascular e
hipertension (18). Generalmente, la actividad enzimatica de las PLA3s contribuye a sus
propiedades bioldgicas. Por ejemplo, su participacién en el proceso de inflamacién
dependente de la liberacidn de factores proinflamatorios como el lisofosfolipido y el acido

araquidonico, que son productos de la catalisis llevada a cabo por estas biomoléculas (7,23)



Segln el peso molecular, la secuencia de aminodcidos, la ubicacién de los puentes
de disulfuro y la necesidad de Ca?*, las fosfolipasas A, se clasifican en 16 grupos (7), aunque
otros autores indican la existencia de sélo 12- 14 grupos (22). Dentro de estos grupos se da
una subdivision en cinco tipos principales de enzimas que son: las secretadas (sPLA;), las
independientes de calcio (iPLA;s), las citoliticas (cPLA;s), las que se localizan en el tejido
adiposo (AdPLA;), las acetilhidrolasas del factor de activacién plaquetaria (PAF-AH) y las

lisosomales (24,25).

Desde el punto de vista estructural, las PLA,s presentan 6 puentes de disulfuro y
requieren del ion divalente Ca®* para proceder con su mecanismo catalitico. Ademas, se
conoce que su sitio activo comprende principalmente los residuos de histidina en la
posicion 48 (His48) y el dcido aspartico en la posicion 99 (Asp99). En base a la diferencia en
el centro activo y a la posicion de uno de los seis puentes disulfuro, las sPLA; se subdividen

en dos grupos que son: IA (Crotalidae y Elapidae) y lIA (Crotalidae y Viperidae) (7).

Del grupo IIA de origen Viperidae nacen dos subgrupos: Asp49, y Lys49 conocidas
como homologas (26). La principal diferencia entre estas isoformas Asp49 y Lys49 es que
la segunda no posee actividad catalitica ya que el cambio de la carga presente en la posicion
49 de la estructura de estas toxinas no permite el enlace al cofactor Ca?*, fundamental para
la catalisis enzimatica (22). Sin embargo, a pesar de perder su capacidad de hidrolizar los
fosfolipidos de membrana, las PLA,s Lys49 mantienen sus propiedades bioldgicas como
miotoxicidad, edema, actividad anticoagulante, antibacterial y antitumoral (7,22,26). Estas
toxinas inducen sus efectos mediante la interaccion de regiones moleculares de su
estructura con los componentes de los objetivos celulares. Por lo anteriormente expuesto,
estas biomoléculas se han convertido en modelos moleculares y estructurales para el
disefio de moléculas bioactivas con capacidad de interactuar con membranas de diferentes

microrganismos y células relacionadas con enfermedades de importancia clinica (12,13)

Existen numerosos estudios que emplean las proteinas PLA, de venenos de
serpientes como fuentes para el desarrollo de nuevos farmacos, ya que estas proteinas
pueden mostrar efectos toxicos y farmacolégicos de interés por diferentes mecanismos
(14,17,26,27). Pueden ejercer efectos antibacterianos, antifungicos, anticoagulantes,
antiplaguetarios e inclusive antitumorales (20). Por ejemplo, las fosfolipasas Asp49 CC-
PLAS,-1 y CC-PLA,-2 de Cerastes cerastes y MCL-PLA, de Macrovipera vipera presentan
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actividad antitumoral al inhibir la adhesién y migracion de células tumorales interactuando
directamente con las integrinas av y a5f1. Estas mismas fosfolipasas reducen la
angiogénesis y se infiere que la integrina a5(1 podria estar implicada al ser bloqueada.
También, se piensa que el bloqueo de los factores de crecimiento VEGF por estas proteinas
da como resultado la antiangiogénesis (27,28). Ademas, en un estudio realizado por Nelson
y colaboradores (29), se planted la estrategia de un efecto sinérgico entre las fosfolipasas
A, y las drogas tradicionales, como el paclitaxel, para tratar un linfoma de ratdn en cultivo

celular, teniendo resultados positivos al incrementar la muerte de células tumorales.

En el dmbito antimicrobiano, las PLA2s (en sus dos isoformas Asp49 y Lys49) han
mostrado una alta actividad antibacterial inclusive contra bacterias resistentes (30). Por
ejemplo, el estudio realizado por Sudrshan y Dhananjaya (14,31), han demostrado el
potencial antimicrobiano de la proteina bdsica VRV-PL-V (fracciéon de fosfolipasa A, del
veneno de Vipera russellii) contra bacterias de tipo Gram positivas como B. subtilis y S.
aureus, y Gram negativas como E. coli, Xanthomonas axonopodis pv, Salmonella paratyphi

y Vibrio cholerae, con un CMI que oscilan entre 13y 24 pug / mL.

Ante este alto potencial farmacoldgico y capacidad de interactuar con membranas
celulares presentados por las PLA;s derivados de veneno de serpientes, la comunidad
cientifica ha optado por disenar péptidos catidnicos inspirados en estas enzimas (14,26,32).
El uso de péptidos ha emergido como un tratamiento potencial e innovador contra diversos
patdgenos en respuesta a la falla mundial de las terapias anticancerigenas tradicionales y

los medicamentos antibacterianos actualmente disponibles en la clinicas (14).

1.1.4. Péptidos

Los péptidos son un tipo de biomolécula, de cardcter anfétero, formadas por la
unién de aminodcidos mediante enlaces peptidicos (33). A diferencia de las proteinas, los
péptidos son mds pequefios y tienen menos de 10 000 o 12 000 Daltons de masa (34). Se
han identificado alrededor de 7 000 péptidos naturales capaces de ejercer varias funciones
en los organismos actuando como neurotransmisores, hormonas, factores de crecimiento,

ligandos de canales idnicos o como agentes antiinfecciosos (35).

La diversidad funcional, estructural y propiedades terapéuticas de este grupo de
moléculas, les han convertido en un atractivo punto de partida para el disefio de nuevas
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terapias. Ademas, se ha visto que su especificidad permite que sean mas seguros,
tolerables y eficaces en los seres humanos (35). Algunos estudios han demostrado la
estabilidad térmica y solubilidad en agua de diferentes péptidos, e inclusive han mostrado

su capacidad de promover la generacidén de inmunidad innata en el paciente (36).

Estas caracteristicas, sumado a que su sintesis no es tan compleja y su costo de
produccién es relativamente bajo comparado con determinadas medicinas usadas en la
terapia actual (35), han permitido el desarrollo de drogas peptidicas clinicamente
aprobadas y que generan altas ganancias que alcanzan los billones de ddlares. Entre los
diferentes casos exitosos de la aplicacion médica de la tecnologia peptidica, estan los
farmacos: Captopril usado para el tratamiento de la hipertensién, Exenatide usado como

terapia la diabetes tipo 2 (9) y Lupron util en las terapias oncoldgicas, entre otros. (35).

Sin embargo, previo a su aplicacién, los péptidos deben superar una serie de
desafios asociados con su naturaleza biolégica y quimica, tales como: eliminacién rapida
por rifiones e higado, elevada toxicidad, incapacidad de administracidon oral, y baja
estabilidad metabdlica (37). Por lo anteriormente expuesto, investigadores dedicados a la
sintesis, disefio y evaluacion de péptidos se han enfocado en mejorar las propiedades
fisicoquimicas de péptidos inspirados en sus formas nativas con el fin de volverlos mas
eficaces, selectivos, menos téxicos y que su vida en el plasma se extienda (12,13,21). Segun
los mismos autores, actualmente se ha buscado desarrollar multiples estrategias
informaticas y experimentales para el disefio de péptidos multifuncionales que funcionen
como agentes antimicrobianos, antitumorales, estimuladores de la respuesta inmune,

cicatrizacion de heridas, entre otros.

1.1.5. Caracteristicas fisicoquimicas relacionadas con la actividad
antitumoral y antimicrobiana de péptidos

De manera continua se han disefiado, sintetizado y evaluado péptidos con propiedades
farmacoldgicas, pero aun hoy no existe una relacién clara entre la estructura de un péptido
antimicrobiano o anticancerigeno y su grado de actividad que también depende en gran
medida de la célula blanco (ya sea bacteria, pardsito, hongo o células cancerigenas) (12).
Sin embargo, existen ciertos lineamientos generales que deben ser considerados al

momento de identificar regiones moleculares de interés en proteinasy al plantear una serie



de cambios al disefio de un nuevo péptido antitumoral y/o antimicrobiano. Tales

lineamientos son: hidrofobicidad, anfipaticidad, carga neta y estructura (12,38).

De estos principios, son la hidrofobicidad, la carga del péptido y la anfipaticidad los que
mas importancia tienen, ya que estos permiten la interaccion con las membranas negativas
del objetivo y su posterior desestabilizacién. Especificamente, es la carga catidnica lo que
permite que se dé la interaccidén electroestatica con la membrana anidnica celular para
luego, con su hidrofobicidad, introducir el péptido antimicrobiano (PAM) y/o
anticancerigeno (PAC) en la membrana (12,13,21,39) provocando asi la permeabilizacién
y que el contenido interno del objetivo se desborde, seguido de la lisis y muerte del mismo
(13,21,40,41). Por otro lado, se considera que la anfipaticidad (propiedad en la que le
péptido presenta una cara hidrofdbica y una hidrofilica) es importante para la actividad
antimicrobiana y selectividad de los PAMs y PACs, ya que su aumento o disminucidon afecta

considerablemente la interaccidon con las membranas celulares (12,42).

1.1.6. Péptidos anticancerigenos derivados de fosfolipasas
provenientes de venenos de serpientes

Ademas de existir un gran registro de investigaciones que manifiestan el potencial
anticancerigeno de las PLA;s aislados del veneno de serpientes, hay también estudios que
plantean el disefio de nuevos péptidos inspirados en estas enzimas en base a los sitios
farmacoldgicos especificos. La ventaja del uso de péptidos antitumorales radica en su alta
afinidad, fuerte especificidad, baja toxicidad y buena penetracién de los tejidos debido a

su pequeio tamaio (43)

Por ejemplo, los experimentos realizados por Lomonte (16,26) y Gebrim (44) se han
enfocado en la caracterizacién estructural y funcional de péptidos sintéticos catidnicos
derivados de la region C-terminal (residuos 115-129) de PLA;s Lys49En el primer estudio se
observéd que las células tumorales son susceptibles a la accién de estos péptidos sintéticos
cortos (pEM-2 y p-Appk de 13aa) generando una reduccion del 36% de la masa tumoral en
23 dias lo que le confiere un efecto similar, e inclusive levemente superior, al dado por la
droga antitumoral paclitaxel. Se observé también que las modificaciones en cuanto al
tamafio, carga, hidrofobicidad, estructura secundaria y anfipaticidad de las secuencias de

estos péptidos pequefios (pEM-2 y p-Appk) pueden mejorar su efecto antitumoral y su



selectividad. En un segundo estudio se evaluo el potencial anticancerigeno del péptido BPB-
BthTX-I in vivo, el cual redujo el 79% del tamafio del tumor en 60 dias en comparacion del
grupo de control no tratado (44). Estas propiedades antitumorales, presentados por los
péptidos descritos, podrian ser de interés en el desarrollo de estrategias terapéuticas con

el cancer.

1.1.7. Péptidos  antimicrobianos derivados de fosfolipasas
provenientes de venenos de serpientes

Diversos estudios han establecido que las PLA;s de tipo Asp49 y Lys49 son
macromoléculas con un alto potencial antimicrobiano (15,21,45). Sin embargo, dentro de
las secuencias de dichas toxinas existen regiones moleculares, que han demostrado que
pueden ejercer los mismos efectos antibacterianos presentados por las PLA,s usadas como
modelos (21,26,32). Este es el caso del primer péptido sintetizado p115-129 (bioinspirado
en la region C-terminal p115-129 de PLA;s del veneno de la serpiente Bothrops asper), que
mostré una mayor actividad antibacteriana contra bacteria Gram-positivas y Gram-
negativas a comparacién de la miotoxina original (46). Posteriormente, en base a esta
secuencia de p115-129, se sintetizé un péptido modificado llamado pEM-2 (32), que con
unas concentraciones minimas provocd un efecto bactericida en contra las bacterias
Pseudomonas aeruginosa (1 mg/mL), Vibrio cholerae (1 mg/mL) Shigella sonnei (1 mg/mL)
Escherichia coli (5 mg/mL) Enterococcus faecalis (5 mg/mL) vy Staphylococcus aureus (5

mg/mL).

Recientemente se sintetizd el péptido antibacteriano pC-CoaTxll derivado de una
PLA; Lys49, el cual posee aminoacidos cargados positivamente e hidrofébicos, lo que
genera interaccién fuerte con las membranas lipidicas anidnicas como las de las bacterias.
El péptido fue probado en cinco bacterias incluyendo los aislados clinicos que presentan
resistencia a los antibiéticos (47). Este mostré inhibicion (> 50%) contra S. aureus BEC9393,
P. aeruginosa ATCCYy E. coli ATCC a las concentraciones de 11,92 uM, 5,95 uM y 47,67 uM
respectivamente. Esta actividad confirma el potencial que tienen los péptidos disefiados
en base PLA;s para combatir la resistencia bacteriana, e inclusive presentan una

probabilidad muy baja de generar dicha resistencia (47,48).



1.1.8. Péptidos  multifuncionales que presentan actividad
anticancerigena y antimicrobiano

Existen varios estudios que han mostrado que varios PAMs también poseen una
actividad antitumoral. Esto se debe principalmente a que las células cancerigenas
presentan diferentes caracteristicas a las células normales, tales como un aumento de la
carga negativa en la membrana, una mayor area de superficie y un citoesqueleto menos
desarrollado (7,26,49). Esta carga negativa en la membrana es el factor clave para la

selectividad y toxicidad de los péptidos (50).

Debido a la similitud entre las barreras lipidicas de bacterias y células tumorales, se
considera que los PAMs funcionan de la misma forma: insertdandose en las bicapas de
lipidos provocando poros por donde se da una fuga de contenido. Sin embargo, estudios
recientes han mostrado que los PAMs pueden interactuar con moléculas receptoras de
membranay provocar diversos procesos que afecten las vias de sefializacidn y los orgdnulos

(49), en especial las mitocondrias (50), para asi iniciar las sefiales de muerte.

Actualmente, existe diversas PLA;s y péptidos derivados que presentan ambas
actividades antitumoral y antimicrobiano, tales como: pEM-2, MVL.PLA2, Drs-PLA2, BPB-
BthTX-I, CC-PLA2-1 y 2, BthA-I-PLA2, entre otros (17). Estas presentan caracteristicas
comunes, tales como: carga positiva, cadenas cortas, hidrofobicidad y anfipaticidad, las

cuales han sido relacionadas con su actividad de amplio espectro (51).

1.2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cancer y la resistencia bacteriana son problemas de salud publica de suma
importancia que ameritan la atencién de la comunidad cientifica y médica mundial (52). El
cancer constituye la segunda causa de decesos en el mundo provocando cerca del 13% de
todas las muertes. Ademads, de acuerdo a los datos la OMS, en 2018 se registraron
alrededor de 17 millones de casos nuevos, de los cuales 9,6 millones terminaron en decesos
(7,53,54). Se prevé que para el 2040 habra 27,5 millones de casos nuevos. En Ecuador la
incidencia en 2018 de cancer fue de 157,2 casos por cada 100 000 habitantes, lo que

constituye un importante problema de salud publica (55).



En el ultimo siglo, se ha optado por tres tratamientos tradicionales para combatir las
células cancerigenas. Estos son: cirugia, quimioterapia y radioterapia. Sin embargo, estos
procedimientos son considerados invasivos y causan varios efectos secundarios como
pérdida de peso, nduseas, vomitos y el debilitamiento del sistema inmune (56,57) que a su
vez hace mads propenso al paciente de sufrir de otros padecimientos provocados por

agentes patogenos.

Adicionalmente, se ha observado una creciente resistencia hacia los farmacos
anticancerigenos (58-61). El origen de esta renuencia puede darse por factores
farmacoldgicos y celulares. Por otro lado, se proyecta que en los préximos 30 afios las
enfermedades de origen bacteriano superen en muertes a las causadas por cancer,
provocando también la prolongacidn de las estancias hospitalarias y el incremento de los
costos médicos (21). Ademads, se estima que a nivel mundial se dan alrededor de 700 000
muertes a causa de infecciones por bacterias resistentes a los medicamentos actuales y
que la cifra ascenderia a 10 millones en los préximos 35 afos (62). Otra problematica a
considerar es que son pocas las farmacéuticas que invierten en recursos para la
investigacion de nuevos potenciales farmacos antimicrobianos, debido a que se considera
poco rentable y es alta la dificultad de encontrar una nueva medicina que en un futuro no
pierda gradualmente su capacidad antibacteriana (63). Por ello, el hallar nuevos
antibidticos, cuyos costos de produccidn sea bajo y no generen resistencia, se ha

convertido en una necesidad urgente.

En este contexto, es vital el desarrollo de nuevos tratamientos con mayor
efectividad y selectividad, con el fin de aumentar la probabilidad de supervivencia de los
pacientes que padecen de enfermedades cancerigenas o de infecciones severas por

bacterias resistentes (12-14).

1.3. JUSTIFICACION

Los tratamientos médicos, tanto para infecciones bacterianas como para
enfermedades cancerigenas, han denotado un creciente declive causado por la resistencia
gue presentan varios patégenos hacia las drogas actuales (11,13,21,63,64). A este

problema se le suma el hecho de que los abordajes terapéuticos actuales pueden provocar
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efectos secundarios con serias secuelas en un futuro préximo o lejano, especialmente en

los pacientes con cancer (8,57,65).

Haciendo frente a esta problematica los investigadores se han enfocado en
desarrollar nuevos agentes antimicrobianos y anticancerigenos con diferentes mecanismos
de accién (9,17,26,66). Los PAMs y PACs de origen natural son considerados como buenos
prospectos para la generacidon de nuevos medicamentos. Este es el caso de los péptidos
derivados de fosfolipasas A, provenientes del veneno de serpiente, ya que presentan un
caracter catidnico y anfipatico, lo cual les otorgan una alta selectividad por diversos agentes
patégenos y células cancerigenas caracterizadas por tener membranas con carga negativa
(14). Por ello, es necesario disefiar y sintetizar péptidos sintéticos bioinspirados en PLA; de
venenos de serpientes para que sean la base de nuevos medicamentos que puedan
combatir las infecciones bacterianas y tratar diversos carcinomas sin generar efectos

secundarios y sin inducir resistencia.

1.4. OBJETIVOS DE INVESTIGACION
1.4.1. General

e Sintetizar y evaluar el potencial anticancerigeno y antimicrobiano de péptidos

sintéticos pequefios bioinspirados en PLA,s provenientes de venenos de serpientes.

1.4.2. Especificos

e |dentificar regiones moleculares presentes en PLA, provenientes de venenos de
serpientes con propiedades antitumoral y antibacterial.

e Sintetizar péptidos cortos derivados de la estructura primaria de las PLAs.

e Caracterizar propiedades fisico-quimicas y bioldgicas de los péptidos mediante

analisis bioinformatico.
e Determinar la citotoxicidad de los péptidos frente a eritrocitos humanos.

e Evaluar el potencial antitumoral y antimicrobiano de los péptidos sintéticos

mediante ensayos bioldgicos.
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2. CAPITULO II: MARCO METODOLOGICO

2.1. Analisis bioinformatico y disefio de péptidos

Para esta fase se generd una biblioteca con la informacidn de las secuencias de una
serie de PLAs, con sus respetivas caracteristicas fisico-quimicas que fueron estimadas con
el auxilio de herramientas de bioinformatica disponibles en la plataforma Expasy (67). Se
utilizé la aplicacion web AMPA (68) con la finalidad de detectar regiones antimicrobianas
en las proteinas de la libreria y BLAST para evaluar homologias. En base a esto, se
seleccionaron tres toxinas PLA,s bdsicas que presentaron regiones con un probable
potencial antibacterial. A partir de estas secuencias se definié el diseno y sintesis de 3
péptidos, de 10 a 20 aminodacidos a los cuales se les agregd un grupo amida al extremo C-
terminal. Se seleccionaron tres PLA;s Asp49 como arquetipos moleculares, porque son las
menos estudiadas con este fin, en comparacién a las PLA,s Lys49. Posteriormente, una
vez seleccionadas las secuencias de los péptidos, se procedié a analizarlas por medio de

diferentes herramientas bioinformaticas que estan descritas en la Tabla 1.

Tabla 1. Listado de herramientas bioinformaticas usadas para la determinacion de propiedades fisicas y

quimicas de los péptidos seleccionados.

Software libre Funcion Ref.

PepDraw Calcula valores de carga, hidrofobicidad, punto (69)

isoeléctrico (pl) y masa

I-TASSER Predice la estructura secundaria en base a una (70)
secuencia
NetWheels Crea proyecciones de red y ruedas helicoidales (71)

para péptidos

ToxinPred Predice la citotoxicidad de estos péptidos frente (72)

a células humanas

HemoPI Predice la actividad hemolitica (73)
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2.2. Sintesis quimica automatica de péptidos disefiados

Para la sintesis lineal automatica en fase sélida de los péptidos se aplico la estrategia
Fmoc, usando como equipo un sintetizador automatizado de microondas Liberty Blue ™ de
la Corporacién CEM. Se pesd 0,192g de resina de tipo Rink Amide Norabiochem (100-200
mesh) con 0,52 de granulacién. Cada péptido fue sintetizado a partir del carboxilo al amino
terminal. Para las desprotecciones se usé piperidina. Una vez que finalizado la sintesis de
la cadena polipeptidica, la misma se liberd de la resina con el auxilio de una solucion acida
que incluye 95% TFA, 2,5% triisopropil silano (TIPS) y 2,5% agua a temperatura ambiente.
La extraccion del péptido se realizé por medio de lavados sucesivos con éter etilico frio

(36). Finalmente, se liofilizo los péptidos a -80°Cy con una presion de 0,09 mT por 24 horas.

2.3. Identificacion de péptidos
2.3.1. Espectrometria de masas MALDI-TOF MS

Para aseverar la presencia del péptido se analizdé el producto de sintesis por
espectrometria de masas con desorcién iénica provocada por laser y asistida por matriz
con detecciéon de tiempo de vuelo (MALDI-TOF MS). Se pesé aproximadamente 0,1 mg de
péptido crudo y se le agregd 50 uL de agua ultra pura. A la par, en una placa de metal, se
agregé 1 pL de matrix acido a-Cyano-4-hidroxicindmico (CHCA) y se dejdé secar a
temperatura ambiente, luego se afiadio 2 pL de la solucidn péptido-agua. La muestra fue
analizada en modo Reflectrén con un poder de 40 unidades, recogiendo 500 perfiles por

cada muestra y dando dos disparos por cada perfil.

2.3.2. RP-HPLC

Para determinar el grado de pureza de los péptidos, se procedidé a analizarlos por
RP-HPLC, usando un cromatodgrafo (marca Waters) de cuatro bombas, mas una columna
(marca Phenomenex) C-18 (5um, 300 A) de tipo analitica con dimensiones de 250 x 4.6 mm.
Las fases moviles fueron (A) agua con acido formico al 0,1% y (B) ACN con acido férmico al

0,1%, los mismos que fueron filtrados con membranas de 0.22 um y sonicados durante 10
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minutos. Posteriormente, 0,5 mg de cada péptido fue diluido en una solucién de agua con
acido acético glacial al 1% y se inyecto un volumen final de 50 plL. Los péptidos fueron
eluidos mediante el uso de un sistema de gradiente lineal A/B de 5% al 95% como se ve en
la Tabla 2, con un flujo de 1 mL/min durante 60 minutos. Finalmente, la deteccidn de

sefales se logré usando un detector UV-VIS a 220 nm (52).

Tabla 2. Gradiente empleado en el andlisis de RP-HPLC de los péptidos sintéticos.

Tiempo (min) % A %B
0-20 95 5
20-30 0 100
30-40 0 100
40-50 95 5
50-60 95 5

2.4. Purificacion

La purificacién de los péptidos se lo realizé por un cromatégrafo FLASH (marca
BUCHI modelo Sepacore® X10 y X50) con una columna C18 (40 um) con dimensiones de 7
cm de largo por 2 cm de ancho. La capacidad de la columna era de 5 a 200 mg de muestra
por corrida. Se usé como fases moviles agua con acido férmico al 0,1% (A) y acetonitrilo
con acido férmico al 0,1% (B). Ambas fases mdviles fueron sonicadas por 10 minutos. Por
cada corrida se usé 50 mL por fase movil Ay B. Se disolvieron 10 mg de péptido en 1 mL de
agua con acido acético glacial a 1%, para posteriormente ser filtrada usando una membrana
de 0,45 um. Se inyectd en el cromatdgrafo FLASH con un flujo de 2,5 mL/minuto siguiendo
el gradiente descrito en la Tabla 3. Las lecturas fueron realizadas con un detector UV-VIS a

220 nm.
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Tabla 3. Programa de gradiente utilizado en la purificacién de los péptidos sintéticos mediante cromatografia

FLASH
Proceso Tiempo (min) Fase movil A Fase movil B

Purga 0-10 50% 50%

Inicial 50% 50%

Acondicionamiento 10 95% 5%

25 95% 5%

Inicial 95% 5%
15 0% 100%

Purificacion

20 0% 100%

25 95% 5%

Se purificaron 70 mg por cada péptido, usando 50 mL de acetonitrilo por cada
corrida. Cada fraccion recolectada fue liofilizada para posterior analisis. Las muestras que
correspondian a la masa esperada fueron marcadas y recolectadas en tubos cénicos de

capacidad operacional de 50 mL.

2.5. Liofilizacion

Previo al proceso de liofilizacion, se agregd 30 mL de agua pura a cada tubo cénico
(con capacidad de 50 mL) que contenia el péptido purificado. Los tubos fueron congelados
a -80°C por 12 horas y después sumergidos en nitrégeno liquido por media hora. Luego, las
muestras fueron introducidas al liofilizador (marca BenchTop Pro Omnitronics de 9 litros)
y se configurd el equipo para que mantuviera una temperatura de -80°C para la cdmara de
refrigeracion y una presion cercana a 0.09 mbar. Los péptidos fueron liofilizados durante 5
dias hasta lograr una consistencia aterciopelada de color blanco. Posteriormente, fueron

mantenidos en un desecador con vacio, a una temperatura de 20°C (36).

Posterior a la liofilizacion, nuevamente los productos purificados fueron analizados
mediante espectrometria de masas MALDI-TOF MS como se describe en el literal 2.3.1. De
igual forma, se determind el porcentaje de pureza de cada péptido mediante RP-HPLC

siguiendo la metodologia descrita en el literal 2.3.2.
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2.6. Ensayos bioldgicos

2.6.1. Hemodlisis

Para determinar el efecto hemolitico de los tres péptidos se siguié la metodologia
descripta por Proafio-Bolafios (74), con ligeras modificaciones. En un tubo vacutainer se
extrajo 2 mL de sangre tipo O Rh* de un voluntario. El contenido fue transvasado a un tubo
conico de 50 mL estéril y centrifugado a 1 000 rpm por 5 minutos con el fin de separar los
glébulos rojos del plasma. A continuacién, se retiré el plasma y se agregé 10 mL de PBS 1X
estéril y se homogeneizd la muestra de forma moderada para evitar que se dé una
hemélisis temprana. Este proceso de centrifugacion y lavado con PBS 1X estéril se repitid
por 3 veces, hasta que se obtuvo un sobrenadante depurado. Posteriormente, se prepard
una solucién con los glébulos rojos al 4%, para lo cual los 2 mL de sangre se diluyeron en

50 mL de PBS 1X estéril.

Se evaluaron 6 diferentes concentraciones predeterminadas (125 uM, 100 uM, 75
uM, 50 uM, 37,5 uM, 25 uMy 12,5 uM). Para ello, se preparé una solucién madre de 1 mL
por cada péptido usando como disolvente tampon fosfato salino (PBS) 1X, y a partir de ella

obtener las demas concentraciones usando el método de dilucion seriada.

En un tubo de 1,5 mL se colocaron: 200 pL del péptido diluido mas 200 uL de la
suspension de gldbulos rojos al 4%, esto para cada concentracion del péptido previamente
establecido. Se realizaron 3 repeticiones por cada una. Para el control positivo se mezcld
en un tubo de 1,5 mL, 200 pL de la suspension de globulos rojos al 4% mas 5 plL de Triton
X-100y 195 pL de PBS 1X, mientras que para el control negativo se utilizaron 200 pL de la
suspension de globulos rojos al 4% mas 200 plL de PSB 1X. Posteriormente, todos los tubos
fueron incubados por 2 horas a 37 °C. Luego, los tubos fueron centrifugados a 1000 rpm
por 5 minutos. Por ultimo, se colocaron 200 pL de sobrenadante de cada tubo en una placa
de 96 pocillos, la misma que fue analizada por un lector de placas a 550 nm. Por cada

concentracion se realizd 3 repeticiones, al igual que el control positivo y negativo.
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2.6.2. Ensayos anticancerigenos
2.6.2.1. Determinacidn de la viabilidad celular por reduccién

del MTT

Para determinar el efecto antitumoral de los péptidos se utilizaron 3 lineas
cancerigenas Caco Il (cancer de colon ATCC® HTB-37™), Hep-G2 (cancer de higado ATCC®
HB-8065 ™) y MCF-7 (cancer de mama ATCC® CRL-3435 ™), del banco de células del
Laboratorio de cultivo celular del Centro Nacional de Acuicultura e Investigaciones Marinas
(CENAIM). Se siguid la metodologia descrita por Cautain (75) con ligeras adaptaciones. El
proceso constd de 4 fases que inicid con la descongelacidn y traspaso de las células, seguido

de la preparacion de las placas, la aplicacién del MTT y la lectura mas el andlisis de datos.

Se descongeld 1 mL de cada linea celular en 15 mL de sus medios respectivos
previamente temperados a 37°C. Para Hep-G2 se usé el medio esencial minimo de Eagle
(EMEM), suplementado con 57 mL de suero bovino fetal (FBS) al 10% y 5,7 mL de glutamina,
estreptomicina, piruvato sdédico y aminoacidos no esenciales respectivamente. En cambio,
para la linea Caco Il se usé el medio EMEM con 100 mL de FBS al 10%, mds 5 mL de
Glutaminay 2,5 mL de estreptomicina. Para MCF-7 se usé el medio Roswell Park Memorial
Institute (RPMI) suplementado con 50 mL de FBS al 10%, 5 mL de aminoacido no esenciales
y de piruvato sédico respectivamente, 5,7 mL de estreptomicina y 10 ug/mL de Insulina.
Finalmente, las células fueron incubadas a 37°C con 5% de CO,. Después de 24 h, de
incubacién se remplazé el medio de cultivo por medio fresco, y se volvié a incubar por 48

h.

Para preparar las placas se procedié a agregar tripsina al contenido celular hallado
en el frasco Flask. Para ello, se retiré el medio y se agregd 3 mL de tripsina previamente
temperada a 37°C, y se lo dejé actuar por cinco minutos. Se agregd 15 mL de medio
temperado (los descritos para cada linea), para luego recolectar el contenido y ponerlo en
un tubo cénico de 50 mL. A continuacion, se recogié una alicuota y se adiciond azul de
tripdn en una concentracién de 1/10. De esta misma solucién, se tomé 10 plL que fueron
puestos en una Camara de Neubauer para el conteo correspondiente y para determinar la

viabilidad celular. Posteriormente, se centrifugo el tubo cénico a 1 000 g por 5 minutos.
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Después de la centrifugacion, se decanto el sobrenadante y se resuspendié el pellet
celular con medio de cultivo, ajustando la concentracion a 100 000 cel/mL. A partir de este
producto se dispenso 100 uL en cada pocillo, (concentracion de célula 10 000 cel/mL), las
células fueron incubas por 24 horas. Después, se eliminé el medio, se realizé un lavado con
40 plL de PBS 1X y se remplazé por 90 pL de medio fresco a todos los pocillos. En seguida
se agrego 10 plL de péptido, a 250 uM y 50 uM respectivamente, para asi lograr un volumen
final del 100 pL por pocillo. Como control negativo se agregd 10ulL de PBS 1X, mientras que
para el control positivo se agregd 10 uL de Doxorubicina a 50 uM. Finalmente, se lo dejé

incubar la placa por 24 - 48 horas (dependiendo de la linea celular) a 37°Cy con 5% de CO;

Posterior al tiempo de incubacién, se eliminé el medio, se hizo un lavado con 4 pL
con PBS 1X y se remplazé por medio fresco sin rojo fenol donde fue agregado el MTT, (1mL
de MTT a 5mg/ml en 9 mL de medio sin rojo fenol). A continuacion, se dejoé incubar por 2
horas, se elimind el sobrenadante y los cristales de formazan fueron solubilizados con 200
puL DMSO. Por ultimo, la placa fue analizada por un detector de placa (marca Varioskan LUX)
a 620 nm. Cada concentracion fue evaluada en 6 repeticiones. Los datos obtenidos fueron
exportados a Microsoft Excel y procesados para la obtencién de los porcentajes de
viabilidad celular, considerando el 100 % de la viabilidad celular al promedio de las seis
repeticiones del control negativo. Se calculé el porcentaje de viabilidad con la siguiente

formula:

o X AP x 100
% de viabilidad = XA D

Dénde: X AP = Promedio de la absorbancia obtenida por el efecto del péptido

a una concentracion o dosis establecida

X AC~ = Promedio de la absorbancia obtenida por el control negativo

Las comparaciones entre los grupos en estudio se realizaron utilizando andlisis de varianza

(ANOVA) considerando una p<0.05 como valor significativo.
2.6.2.2. Determinacion de la concentracion letal media CLso

Con los péptidos que demostraron actividad antitumoral se procedio a realizar un
ensayo de MTT (75) con el fin de determinar la concentracidn letal necesaria para afectar

el 50% de la poblacion celular. Para ello, en base a la concentracion para la cual existe
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bioactividad, se determinaron 6 concentraciones diferentes (75 uM, 100 uM, 200 uM, 300
uM, 400 uM y 500 uM). Cada concentracidn fue evaluada por quintuplicado, al igual que
el control positivo y el negativo descritos en el apartado 2.6.2.2. Para determinar el CLsg se
procedid a realizar un andlisis Probit que consiste en una regresion lineal donde la variable
independiente estuvo representada por el logaritmo en base 10 de las diferentes
concentraciones evaluadas, mientras la variable dependiente correspondia a los
porcentajes de mortalidad transformados a unidades Probit (76) (sacados de tablas

preexistentes). Se calculd el CLso con las siguientes formulas:

X—Yb 2
=v-- @

Clso = 105 (3)

Doénde: Y = Mortalidad del 50% en Unidades Probit
X= Log (dosis o concentracion)
a = Pendiente de la recta

b= Intercepto

2.6.3. Ensayos antimicrobianos
2.6.3.1. Concentracion minima inhibitoria (CMI) por dilucion en

caldo

Para determinar el efecto de los tres péptidos se siguid la metodologia descrita por
la Proafio-Bolafios (74), con ligeras adaptaciones. Se prepararon diluciones seriadas de
cada péptido en PBS 1X, obteniendo asi concentraciones de 150 uM, 75 uM, 35,5 uM, 18,75
uM, 9,4 uM y 4,68 uM. Las concentraciones minimas inhibitorias de los péptidos fueron
evaluadas en cultivos de Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Candida albicans, las
mismas que fueron reactivadas inicialmente en 10 mL de caldo Mueller Hinton (MHB) por
18 horas. Posteriormente, se tomaron 500 pL del cultivo anterior para ser traspasados a un
envase estéril con de 20 mL de caldo MHB nuevo. Los cultivos se mantuvieron en constante
agitacion y a una temperatura de 37 °C hasta que llegaron a su densidad Optica
correspondiente (0,4 para E. coli, 0,35 para S. aureus y 0,25 para C. albicans) determinado
por un espectrofotémetro UV-VIS a 600 nm. Luego, cada microorganismo en fase

logaritmica se diluyé en MHB para obtener el equivalente a1 X 10® UFC/mL. A la par, se
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prepard una placa estéril de 96 pocillos a los cuales se les agrego 2 pL de péptido diluido
en PBS mas 198 L de medio con el microorganismo obteniendo un volumen final de 200
uL. Como control negativo se tomaron 2 pl de PBS mas 198 plL de bacteria o levadura,
mientras como control positivo se agrego en el pocillo 200 uL de medio MHB. Se realizaron
3 réplicas por concentracion de péptido y se realizdé por duplicado el experimento para

confirmar los resultados.

A continuacion, las placas estuvieron incubadas por 18 horas a 37°C y posterior a
ese tiempo, fueron analizadas por un lector de placas a 600 nm. Los datos obtenidos fueron
exportados a Microsoft Excel y procesados para la obtencién de los porcentajes de
viabilidad celular, considerando el 100 % de la viabilidad celular al promedio de las
absorbancias obtenidas del control negativo. Se aplicé la féormula (1) descrita en el literal
2.6.2.1. La CMI fue determinada como la concentracién mas baja de péptido que es capaz

de inhibir completamente el crecimiento bacteriano (42).

2.6.3.2. Concentracion minima bactericida (CMB)

Para determinar la CMB, se prepararon cajas Petri con Mueller Hintor agar (MHA),
en donde se colocaron 10 plL previamente tomados de cada pocillo de las concentraciones
gue presentaron actividad antimicrobiana en el ensayo de CMI en MHB. Las cajas fueron
incubadas por 24 horas a 37°C (74). La CMB fue determinada como la concentracién mas
baja de péptido que mata las bacterias, es decir, aquella donde no hubo crecimiento en el

agar (42).
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3. CAPITULO IIl: PRESENTACION DE DATOS Y RESULTADOS

3.1. Analisis bioinformatico y disefio de péptidos

Se seleccionaron tres PLA2s Asp49 como arquetipos moleculares que corresponden
a las toxinas: BmTX-1 POC8M1 (PA2B1_BOTMO), Q6EER5 (PA2B_CERGO) y BmjeTX-1 P86803
(PA2B1_BOTMA) (Tabla 4). Todas las toxinas seleccionadas presentaron regiones

moleculares con alta probabilidad de inducir efecto antibacterial.

Tabla 4. Péptidos disefiados en base a las secuencias de fosfolipasas A2 Asp49 de Bothrops marajoensis,

Bothrops. moojeni'y Cerrophyidion godmani.

_— . Proteina . .
Péptido Secuencia Especie Caracteristicas Ref.
precursora

Fosfolipasa Az Asp

YNKKYRYH Bothrops Viperidae. Endémica

Bmje LKSCKKADK 49 basica del marajoensis de Brasil. (77)
grupo |l
o SO sops e e
Bmtxj LKPCKKA P moojeni g ' y (78)
grupo Il Paraguay.
Cerrophidion
Fosfolipasa Az Asp godmani Viperidae. Endémica
NLRTYKKRYMF
Cergo v 49 basica del (Bothrops de Méxicoy (79)
grupo godmani) Guatemala

En el andlisis con la herramienta AMPA de la secuencia que pertenece a la proteina
BmjeTX-l con cddigo P86803 (78) se identificd la presencia de dos regiones con una
probable actividad antibacterial que son (A) YGCYCGWGGRGGKP vy (B)
YNKKYRYHLKSCKKADK (Figura 2). La primera esta entre la posicion 25y 35 de las proteinas,
mientras que la segunda se posiciona cerca de la region C-terminal entre la posicién 103 y

119.
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Average antimicroblal index

Puntuacién Antimicrobiana

£
"X

w0

~

Posicion de los aminoacidos en la proteina

Protein:  P86803 (PA2B1_BOTMA)

Mean: 0.239

Stretch: 2
#1 From 24 To 37 Propensity 0.232 Prolty 14 % YGCYCGWGGRGGKF
# From 103 To 119 Propensity 0206 Prbity 2% YNKKYRYHLKSCKKADK

Stretches overview

Figura 2. Analisis de la secuencia de la fosfolipasa A2 BmjeTX-I en AMPA. Se denotan dos regiones cuyos
porcentajes bajos (14% y 2%) denotan altas probabilidades de que tenga un potencial antimicrobiano,
siendo (A) YGCYCGWGGRGGKP y (B) YNKKYRYHLKSCKKADK.

En cambio, en la fosfolipasa A; basica BmTX-I con cédigo POC8M1 (78) se hallé una
region con una probable actividad antibacterial que corresponde a la secuencia

YNKKYMKHLKPCKKA ubicada en la regidon C-terminal cuyo porcentaje es del 3% (Figura 3).
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Average antimicrobial index

Puntuacion Antimicrobiana

40

Posicion de los aminoécidos en la proteina

Protein: POC8M1 (PA2B1_BOTMO)
Mean 0.243
Stretch 1
From 103 To 117 Propensity 0212 Proity 3% YNKKYMKHLKPCKK?

Stretches overview

Figura 3. Analisis de la secuencia de la fosfolipasa A2 BmTX-I en AMPA. Se observa una regiéon cuyo
porcentaje bajo (3%) denota una alta probabilidad de que tenga un potencial antimicrobiano, siendo (A)

YNKKYMKHLKPCKKA

Por otro lado, en el analisis bioinformatico de la fosfolipasa con cédigo Q6EER5 (80)
se hallaron 3 regiones que presentaron una alta probabilidad de tener actividad
antimicrobiana: FNKMIKIMTKKNAVP posicionada entre los aminoacidos 5 y 19,
YGCYCGWGGRGKPK ubicada entre la posicion 24 y 37, y NLRTYKKRYMFY ubicada en la

region C-terminal entre los aminoacidos 99 y 110 (Figura 4).
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Average antimicrobial index

Puntuacién Antimicrobiana

10

Posicion de los aminoéacidos en la proteina

Protein: QB6EERS (PA2B_CERGO)

Mean: 0.241
Stretch 3
5 To 19 Propensity 0.225 Prbit 9 % FNKMIKIN lAVP
om 24 To 37 Propensity 0.235 Proity 17 % YGCYCGWGGRGKPK
From 99 To 110 Propensity 0.216 Prbit 4 % NLRTYKKRYMF

Stretches overview

10 30 4 5¢ 9 100 11C 120

Figura 4. Analisis de la secuencia de la fosfolipasa A2Q6EER5 en AMPA. Se observan 3 regiones de interés
cuyos porcentajes son 9%, 17% y 4% y que son candidatos para ser sintetizados como péptidos

antimicrobianos, siendo éstos, (A) FNKMIKIMTKKNAVP, (B) YGCYCGWGGRGKPK y (C) NLRTYKKRYMFY.

Se decidié sintetizar una regidn molecular de cada una de las fosfolipasas, eligiendo
aquellas con el valor mas pequefio en cuestion del porcentaje mostrado, ya que estas
denotan una mayor probabilidad de que tenga actividad antimicrobiana o antitumoral.
Estos son Bmje (YNKKYRYHLKSCKKADK), Bmtxj (YNKKYMKHLKPCKKA) vy Cergo
(NLRTYKKRYMFY). Posteriormente, los tres péptidos fueron analizados por diferentes

herramientas bioinformaticas para determinar sus caracteristicas fisico-quimicas.

Mediante el analisis con PepDraw (Tabla 5) se observé que los tres péptidos
presentaban una carga catidnica y un punto isoeléctrico (pl) de entre 10,30 y 10,45. Con

respecto a la hidrofobicidad, los péptidos Bmje, Bmtxj y Cergo presentaron un porcentaje
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en cantidad de aminoacidos hidrofébicos con respecto a la longitud del 29,71%, 40% y 50%

respectivamente.

Tabla 5. Principales caracteristicas de los péptidos sintetizados calculados por la herramienta bioinformatica

PepDraw.
Longitud Hidrofobicidad
Nombre (aa) pl Carga Keal * mol -1 Masa (Da)
Cergo 12 10,45 +5 +12,46 1680,8896
Bmtxj 15 10,45 +7 +25,16 1878,0453
Bmje 17 10,30 +7 +30,89 2171,1751

El andlisis en I-TASSER mostrd que los tres péptidos presentan una organizaciéon
helicoidal (Figura 5). Para cada péptido se determiné la calidad del modelo (C-score) que
consiste en un puntaje de confianza para los modelos predichos por I-TASSER. Su calculo
se basa en la importancia de alinear plantillas de subprocesos y los parametros de
convergencia de la estructura en simulaciones de ensamblaje y mientras mayor sea, mas

confiable es. El C-score fue de -0,02 para Bmije, -0,21 para Bmtxj y 0,01 para Cergo.

Figura 5. Predicciones de la estructura secundaria de los tres péptidos por I-TASSER. (a) Péptido Bmje (*C-

score: -0.02), (b) Péptido Bmtxj (C-score: -0.21) y (c) Péptido Cergo (C-score: 0.01)

La organizacion de la cara hidrofilica e hidrofébica de los tres péptidos se logré
visualizar en diagramas de ruedas de hélice establecidas por NetWheels (Figura 6). En Bmje

la distribucién espacial de los 17 aminoacidos muestra una regién polar o hidrofilica

25



sectorizada (6 aminodcidos polares en una misma cara) que se contrapone con una cara
hidrofébica que presenta una distribucién uniforme de los aminoacidos que son de tipo
polar (4), neutro (3), con carga negativa (1) y basicos (2). En Bmtxj la cara hidrofilica se
mostré mas definida que la cara hidrofébica, con 5 aminodcidos polares en la primera cara
y 4 aminodcidos no polares en la segunda cara que se encuentran conjugados con
aminodcidos neutros y polares. Finalmente, Cergo posee una cara hidrofébica mas notoria

por los 4 aminoacidos no polares dispuestos en una misma regién espacial.

SN
— 5
) o r
=

8

13

Figura 6. Proyeccion helicoidal determinado por NetWheels. (a) Péptido Bmje. (b) Péptido Bmtxj. (c) Péptido
Cergo. Segun los colores rojo es para aminodacido polares o basicos, verde para polares sin carga, amarillo para

aminodcido no polares y azul para polares y acidos.

Las secuencias los péptidos fueron evaluados con el software ToxinPred, el cual
predijo que ninguno de los tres péptidos es téxico (Figura 7). El software HemoPI indicé
que los péptidos Bmje, Bmtxj y Cergo no poseen actividad hemolitica, ya que los tres
péptidos mostraron un puntaje PROB de 0.0 (Figura 8). Ademds, ambos programas
calcularon la carga, pl y carga molecular de los péptidos cuyos valores se aproximan a los

presentados por PepDraw.

Query Peptides

Bmje -0.43 Non-Toxin
Bt -0.50 Non-Taxin
Cergo -0.73 Non-Toxin

Figura 7. Analisis de la capacidad citotéxica de Bmje, Bmtxj y Cergo por el programa ToxinPred. Bmje, Bmtxj

y Cergo son péptidos no téxicos con SVM scores de -0,43, -0,50 y -0,73 respectivamente.
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Péptido original
Secuencia de péptidos Posicion de mutacion Puntaje PROB
YNKKYRYHLKSCKKADK Sin mutacién 0.00
YNKKYMKHLKPCKKA Sin mutacion 0.00
NLRTYKKRYMFY Sin mutacion 0.00

Figura 8. Andlisis del potencial hemolitico de Bmje, Bmtx]j y Cergo por el programa HemoPI. El puntaje PROB
es el puntaje SVM normalizado y varia entre 0 y 1, es decir, 1 es muy probable que sea hemolitico, 0 muy

poco probable que sea hemolitico

3.2. Sintesis automatica e Identificacion de péptidos

Posterior a la sintesis se obtuvo como producto final 190,5 mg de Bmje, 149,1 mg
de Cergo y 169 mg de Bmtx|. Para cada péptido, el porcentaje de crudo de reaccién fue de

43,98% para Bmje, 45,01% para Bmtxj y de 44,42% para Cergo.

3.2.1. Identificacion por espectrometria de masas MALDI-TOF MS

Mediante un analisis con MALDI-TOF MS se logré identificar las masas
correspondientes a los tres péptidos, pero también se observaron picos de masas ajenos a
las masas peptidicas que indicaban la presencia de impurezas. Por ejemplo, en la figura 9
se observa un pico prominente (100% de intensidad) en m/z en 2171, 67 que corresponde
a la masa péptido Bmje con la secuencia NLRTYKKRYMFY. Adicionalmente, es este espectro
se observaron picos de 2227,69, 2231,72 y 2414.54 en m/z corresponden a impurezas que

existen en la muestra, por lo que fue necesario la purificacién por cromatografia.

%Int.
2171.67
100
50
2227.69
0 2176.75 2231.72 2414.54
2150 2200 2250 2300 2350 2400 2450
m/z

Figura 9. Espectro de masas del péptido sintético Bmje crudo. La m/z 2171,67 corresponde al péptido Bmje,

las otras masas corresponden a impurezas.

27



En cambio, en la figura 10 se muestra el espectro de masas para Bmtxj. Se observa
un pico en m/z de 1878,47 con una intensidad del 100% que corresponde a la masa del
péptido con secuencia YNKKYMKHLKPCKKA. A la par, también se detectaron masas de
1994,44, 2319,44 y 2341,38, que corresponden a impurezas existentes en la muestra de

péptido recién sintetizado.

%Int.
1878.47
100
50
2319.44
1900.43
0 1994.44 S & i
1800 2000 2200 2400 2600
m/z

Figura 10. Espectro de masas del péptido sintético Bmtxj sin purificar. La m/z 1878,47 corresponde al
péptido Bmje y a la par se observan 4 picos (1900,43, 1994,69, 2319,44 y 2341,38). El primero corresponde

a la masa del péptido mas sodio (Na*), mientras que los tres siguientes corresponden a las impurezas.

Finalmente, en la figura 11 se muestra el espectro de masas del péptido Cergo, cuya
masa corresponde a 1681,87 y muestra una intensidad del 100% aseverando su existencia
en la muestra de péptido recientemente sintetizado. Ademads, se observan picos pequenos

con masa de 1633,62, 1737,62 y 1933,53 que corresponden a la presencia de impurezas.

%Int.
1681.57
100
50
1633.62 1737.62 1933.53
0
1600 1700 1800 1900 2000
m/z

Figura 11. Espectro de masas del péptido sintético Bmje crudo. La m/z 1681,57 corresponde al péptido Bmje,

las otras masas corresponden a impurezas.
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3.2.2. Determinacion del grado de pureza por RP-HPLC

Al realizar las corridas cromatograficas se obtuvieron diferentes picos, los cudles
fueron recolectados y analizados por el MALDI-TOF MS. El péptido Bmje fue identificado
en el pico 1 (Figura 12) con un tiempo de retenciéon de 9.682 y su pureza fue de 67,77%. En
el mismo cromatograma se observé un segundo pico al que se lo considera una impureza

o un subproducto resultante de la reaccidn de sintesis.

S

-0.32
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00]

Minutos

Figura 12. Cromatograma del péptido Bmje crudo. (1) Péptido Bmje y (2) Impureza no reconocida.

En cambio, el péptido Bmtxj fue detectado en el pico dos del cromatograma de la
figura 13 con un tiempo de retencién de 9,67 minutos y su pureza fue de 77,25%. Los demas
picos son impurezas y presentan un tiempo de retencién de 8,94, 10,55 y 13,76 minutos
con un porcentaje de 4,29%, 11,9 % y 7,37% respectivamente. Cabe resaltar que los
cromatogramas de Bmje y Bmtxj son muy similares, ya que poseen caracteristicas

fisicoquimicas semejantes.

0.80:

UA

040 3
I S
‘\_/\.

0.00-

0.00 5,00 1000 1500 2000 2500 3000 35.00

Minutos

Figura 13. Cromatograma del péptido Bmtxj crudo. (1)(3)(4) Impurezas no identificadas, (2) Péptido Bmtx;.
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Finalmente, para el péptido Cergo (Figura 14), se obtuvo un cromatograma con 3
picos. Entre ellos, el pico con un tiempo de retencion de 13,056 minutos corresponde al
péptido Cergo con una pureza del 68,76%. Las demads impurezas presentaron un tiempo de
retencion de 11,804 y 12,512 minutos con un porcentaje de 16,42% y 14,82%

respectivamente.
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Figura 14. Cromatograma péptido Cergo crudo. (1)(2)(3) Impurezas no identificadas (3) péptido Bmtxj.

3.3. Purificacion por cromatografia FLASH

La purificacion de los tres péptidos se realizd mediante cromatografia FLASH en fase
reversa, para lo cual se utilizaron las mismas condiciones y fases mdviles empleadas en
analisis por HPLC. Se realizaron 7 corridas por péptido empleando 10mg de muestra por

corrida.

El péptido Bmje fue identificado mediante espectrometria de masas (MALDI-TOF
MS) en el pico 2 del cromatograma que se observa en la figura 15 con un tiempo de
retencién 8,5 minutos. Los otros dos picos observados (1 y 3) correspondian a impurezas.
En cambio, el péptido Bmtxj (figura 16) fue detectado en el pico dos con un tiempo de
retencién de 8,5 minutos. De igual manera se observaron dos picos que correspondian a
impurezas. Ambos péptidos fueron detectados con un flujo de B (acetonitrilo con acido

acético al 0,1%) al 60%.

Por otro lado, el péptido Cergo (Figura 17) estd en el pico 3 con un tiempo de
retencion de 16 minutos al 100% de fase moévil B (Acetonitrilo con acido féormico al 0,1%).
Los picos obtenidos en los diferentes cromatogramas presentaban mas definicion y menor

cantidad de impurezas.
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Las fracciones de los péptidos puros se liofilizaron obteniéndose un rendimiento del
30%. Es decir que por cada 10 mg de péptido impuro se recolectaba aproximadamente 3
mg de péptido puro. En total se obtuvo: 23,4 mg del péptido Bmtxj, 20,3 mg de Bmje y 19
mg de Cergo.
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Figura 15. Cromatograma del péptido Bmje empleando un cromatdégrafo FLASH. (1) Solvente: agua con acido

acético al 1%, (2) péptido Bmje, (3) impureza desconocida.
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Figura 16. Cromatograma del péptido Bmtxj empleando un cromatdgrafo FLASH. (1) Solvente: agua con acido

acético al 1%, (2) péptido Bmtxj, (3) impureza desconocida.
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Figura 17. Cromatograma del péptido Cergo empleando un cromatdgrafo FLASH. (1) Solvente: agua con acido

acético al 1%, (2) impureza desconocida, (3) péptido Cergo.

3.4. Caracterizacion por MALDI-TOF MS y RP-HPLC

Para determinar el nivel de pureza de los péptidos se procedié a analizarlos
nuevamente por MALDI-TOF MS para identificarlos y RP-HPLC para determinar el
porcentaje de pureza de los mismos. El péptido Bmje fue identificado en el pico 2 del
cromatograma que se observa en la figura 18 con un tiempo de retencion 10,019 minutos
y presenta una pureza del 97,17%, lo que corrobora con el espectro de masas de la figura
19. En este ultimo se observan diferentes grupos de picos que corresponden: a) la masa
del péptido (2171), b) la masa del péptido mas sodio (2195,24) y c) la masa del péptido mds
potasio (2211) y en todos los casos se observaron picos correspondientes a las masas con

los diferentes isétopos (Figura 18).
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Figura 18. Cromatograma del péptido Bmje purificado. (2) Péptido Bmije, (1)(3) Impurezas no identificadas
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Figura 19. Espectro de masa del péptido Bmje purificado. El péptido es identificado en el espectro con una
masa de 2173,28 con una intensidad del 100%. La muestra fue puesta en matriz CHCAy se la analizdé en modo

Reflecton.

El cromatograma del péptido Bmtxj presentd un Unico pico con respecto al solvente
(Figura 20). Este presenté un tiempo de retencion de 7,978 minutos y una pureza del 100%.
En el espectro de masas de Bmtxj (Figura 21) se observaron 3 grupos de masas diferentes
que corresponden: a) La masa del péptido (1878,85 en m/z), b) la masa del péptido mas
sodio (1901 en m/z) y c) la masa del péptido mas potasio (1917 en m/z) mas los picos
correspondientes a las masas con los diferentes isétopos. Este espectro indica que el

péptido Bmtxj tiene un alto grado de pureza lo que es confirmado por RP-HPLC.
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Figura 20. Cromatograma del péptido Bmtxj purificado. (1) Péptido Bmtxj con absorbancia de 0,94 UA
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Figura 21. Espectro de masa del péptido Bmtxj purificado. El péptido es identificado en el espectro con una
masa de 1878,85 con una intensidad del 100%. La muestra fue puesta en matriz CHCA y se la analiz6 en modo

Reflecton.

El péptido Cergo fue detectado en el pico 3 del cromatograma de la figura 22, con
un tiempo de retencion de 13,5 minutos y un grado de pureza del 90.05%. Ademas, se
detectaron tres picos adicionales con un tiempo de retencién de 11,981, 12,447 y 14,021
minutos cuyos porcentajes son 1,45%, 2,09% vy 6,42% respectivamente y que corresponden
a impurezas. De manera similar, el péptido Cergo presentd 3 grupos masas en el espectro
de MALDI-TOF MS, siendo la primera correspondiente al peso neto del péptido que es
1681,07. Posteriormente, se denotan las masas 1703,08 y 1719,09 que son propias de la

masa peptidica mds sodio y potasio respectivamente (Figura 23).
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Figura 22. Cromatograma del péptido Cergo puro. (3) Péptido Cergo, (1)(2)(4) impurezas no identificadas.
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Figura 23. Espectro de masa del péptido Cergo purificado. El péptido es identificado en el espectro con una

masa de 1878,85 con una intensidad del 100%. La muestra fue puesta en matriz CHCA y se la analizdé en modo

Reflecton.

3.5.
3.5.1. Hemdlisis

Ensayos bioldgicos

Se evalud la actividad hemolitica de Bmtxj, Bmje y Cergo (Figura 24) y se obtuvo

para los tres péptidos un maximo del 3% de hemdlisis, inclusive para la concentracion de

125 uM. El control positivo fue considerado el porcentaje de hemolisis del 100%. Esto

implica que los tres péptidos, Bmtxj, Bmje y Cergo, no son citotdxicos en las

concentraciones evaluadas.
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Figura 24. Evaluacion de la actividad hemolitica de los péptidos Bmtxj (blanco), Bmje (gris) y Cergo (negro).

Los péptidos fueron disueltos en PBS 1X en diferentes concentraciones. Como control negativo se usé PBS

mds 200 pL de la solucion de sangre en suspensidn al 4% y como control positivo se dispuso 200 uL de la

solucidén sanguinea al 4% mas 5 pL de tritén X-100 y 195 uL de PBS 1X.
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3.5.2. Ensayos anticancerigenos
3.5.2.1. MTT

Para determinar el potencial anticancerigeno se realizé un ensayo de viabilidad
celular con MTT con las lineas HEPA-G2, CACO Il, y MCF-7. En los tres casos los resultados
discreparon denotando que la bioactividad ejercida por cada péptido depende de la linea
celular en la que estd siendo evaluada. Asi por ejemplo para HEPA-G2 (Figura 25) no se
observé una actividad anticancerigena relevante para ninguno de los tres péptidos
evaluados (un 9% en mortalidad). De igual forma, para CACO Il (Figura 25) los péptidos
Cergo y Bmje no denotaron ninguna actividad anticancerigena en esta linea, al contrario de
Bmtxj que con las concentraciones de 250 uM y 50 uM produjeron una mortalidad entre el

20% vy 27%, significativa en comparacion al control negativo (p>0,05).
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Figura 25. Ensayo de viabilidad celular MTT en HEPA-G2 Y CACO-II. Como control negativo (C-) se usé PBS 1X
y como control positivo (C+) Doxorubicina, (a) Para HEPA-G2 los tres péptidos Bmtxj (gris claro), Bmje (gris
oscuro) y Cergo (negro) presentaron una viabilidad del 100% e inclusive superior para la concentracion de
250 uM del péptido Cergo. (b) Para CACO Il se observa una inhibicién del 25% en promedio por parte de
Bmtxj (gris claro). (*) Existe diferencia significativa en comparacién al control negativo determinado por

analisis de ANOVA (p<0,05)

Por el contrario, todos los tres péptidos mostraron actividad antitumoral
significativa para la linea celular MCF-7 (Figura 26) a una concentracion de 250 uM. La
viabilidad celular luego del tratamiento con distintas concentraciones del péptido fue
comparada con el control negativo mediante ANOVA (p > 0,05). Especialmente, el péptido
Cergo produjo una mortalidad del 39,19%, mientras que para Bmtxj el porcentaje fue del

37,08% y de Bmje fue del 53,74%. Este ultimo supera el 50% de mortalidad, e inclusive en
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la foto (Figura 26, b) se observa una gran inhibicién al compararlo con el control negativo
(Figura 26, d), por lo que se procedié a determinar el CLso de Bmje en MCF-7. Si bien los
otros péptidos mostraron significativa bioactividad, el porcentaje resultante no supera al

50%

MCF-7
W CERGO | |[MBMJE | [[1BMTXJ |

._I_

% VIABILIDAD

T T
250 50 250 50 250 50 o+ c
CONCENTRACION (M)

Figura 26. Ensayo de viabilidad celular MTT para cancer de mama (MCF-7). Como control negativo (C-) se usé
PBS 1X y como control positivo (C+) Doxorubicina, (a) Porcentaje de viabilidad obtenida posterior al tratamiento
con los péptidos Cergo (negro), Bmje (gris oscuro) y Bmtxj (gris claro). b) Foto a las 24 horas de la linea MCF-7
tratado con Bmje a 250 uM de concentracién. c) Foto a las 24 horas de MCF-7 sin ningln tratamiento. d) Foto a
las 24 horas de MCF-7 tratado con Doxorubicina. (*) Existe diferencia significativa en comparacién al control

negativo determinado por analisis de ANOVA (p<0,05)

3.5.2.2. Clso

Para determinar el ClLsp se analizé el efecto del péptido Bmje a diferentes
concentraciones como se observa en la figura 27. Los datos relevan una disminucién de la
actividad metabdlica de las células desde la concentracién mas baja evaluada, llegando a
una mortalidad de 52% en la concentracién de 500 pM. Se obtuvo un ClLso de 464,85 uM,
gue es la concentracién en la que el péptido Bmje logra matar el 50% de la poblacién

celular.
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Figura 27. Determinacion del Clso de Bmje en MCF-7. Porcentaje de viabilidad obtenida posterior al

tratamiento de la linea MCF-7 con diferentes concentraciones del péptido Bmije.

3.5.3. Ensayos antimicrobianos
3.5.3.1. Concentracidn minima Inhibitoria (CMI)

Se evalué el potencial antimicrobiano de los péptidos Bmje, Bmtxjy Cergo en contra
de tres microorganismos: Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Candida albicans. Los
efectos fueron variables segln el péptido y microorganismos. Bmje no fue capaz de inhibir

el crecimiento de E. coli, S. aureus y C, albicans como se puede visualizar en la figura 28.
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Figura 28. Evaluacion del potencial antimicrobiano del péptido Bmije. Las graficas son el resultado de la

media de dos replicaciones del experimento.
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El péptido Bmtxj presentd una concentracidn minima inhibitoria de 37,5 uM (70,46
mg/L) para S. aureus. En cambio, para E. coli y C. albicans no se observo algin efecto

antimicrobiano en ninguna concentracion (Figura 29).
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Figura 29. Evaluacién del potencial antimicrobiano del péptido Bmtxj. Las graficas son el resultado de la media
de dos réplicas del experimento.

El péptido Cergo mostré actividad antimicrobiana contra los tres microrganismos E.
coli, S. aureus y C. albicans (Figura 30). Especificamente, para E. coli el CMI observado fue
de 75 uM (63,07 mg/L). Contra este mismo microorganismo, a una concentracion de 150
1M, se observé actividad bactericida en el ensayo con agar. Por otro lado, se aprecié un

CMI mayor a 150 uM (252,28 mg/L) para S. aureus y para C. albicans.
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Figura 30. Evaluacion del potencial antimicrobiano del péptido Cergo. Las graficas son el resultado de la media

de dos replicaciones del experimento.
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4. CAPITULO IV: INTERPRETACION Y DISCUSION

4.1. Andlisis bioinformatico y disefio de los péptidos

En este trabajo se disefiaron y sintetizaron tres péptidos cortos derivados de tres
toxinas PLA; Asp49 de veneno de serpiente (Tabla 4). Estos son Bmije
(YNKKYRYHLKSCKKADK) originario de BmjeTX-I P86803 (PA2B1_BOTMA) (Figura 2), Bmtxj
(YNKKYMKHLKPCKKA) originario BmTX-I POC8M1 (PA2B1_BOTMO) (Figure 3) y Cergo
(NLRTYKKRYMFY) derivado de Q6EER5 (PA2B_CERGO) (Figura 4). Los tres péptidos fueron
analizados mediante herramientas bioinformaticas para determinar si poseen las
caracteristicas fisico-quimicas que estan relacionadas con la actividad antimicrobiana y

antitumoral. Estas son: carga catidnica, hidrofobicidad, anfipaticidad y helicidad.

Los péptidos sintetizados Bmje, Bmtxj y Cergo presentaron una alta densidad de
aminoacidos catidnicos e hidrofdbicos en sus secuencias, las cuales son caracteristicas
intrinsecas de la region C-terminal de las PLA;s (81). Se establece que estas dos
propiedades, en los rangos adecuados, son claves para la interaccion, insercidon y

desestabilizacion de las membranas negativas del objetivo (42).

Diferentes trabajos han recomendado que la hidrofobicidad varie en un rango de
entre 8 y 22 kcal mol? (14), lo cual es cumplido por el péptido Cergo (+12,46), al contrario
de Bmje y Bmtxj que presentan una hidrofobicidad de +30,89 y +25,16 respectivamente
(Tabla 5). Un exceso en la hidrofobicidad representa ser un problema, ya que
investigaciones previas han sefialado que al incrementar el valor de esta, también se
aumenta la afinidad por fosfolipidos zwitteridnicos que estan presentes en las membranas
de las células de mamiferos (42). Este es el caso de las Magaininas, que son un grupo de
PAMs altamente caracterizados en los cuales se ha encontrado que el aumento de Ila
hidrofobicidad hace que el grado de especificidad del péptido hacia el microorganismo
blanco disminuya y que su actividad hemolitica y citotdxica se acentue (13,82). Sin
embargo, Bmje y Bmtxj no mostraron una actividad hemolitica a ninguna de las
concentraciones evaluadas a pesar de superar el rango recomendado. Se considera que la
casi nula actividad hemolitica se debe a que la relacidn entre la longitud del péptido y su
valor en porcentaje de aminoacidos hidrofébicos no supera el 50% de la conformacion

secuencial (42) en ninguno de los tres péptidos estudiados en este trabajo: Bmje con
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29,71%, Bmtxj con 40% y Cergo con 50%. En este contexto, es importante recalcar que la
relacion estructura-funciéon de los péptidos requieren un andlisis mas holistico, que

considera diferentes pardmetros y propiedades intrinsecas de la secuencia peptidica.

Con respecto a la carga, diferentes autores han sugerido que esté entre un intervalo
de +2 a +9 para que el péptido tenga un efecto antimicrobiano (12—14) y una carga igual o
mayor a 7 para que sea anticancerigeno (57,83), lo cual es cumplido por Bmtxj y Cergo,
pero no por Cergo que posee una carga de +5 (Tabla 5). Los PAMs, a nivel de ensayos
biolégicos, poseen varias limitaciones, por lo cual es importante realizar ciertas
modificaciones que aumenten la eficiencia de estas moléculas. Una modificacion
comunmente empleada es la amidacién del extremo terminal. Esta estrategia permite
principalmente reducir la actividad hemolitica, estabilizar la formacion de la alfa hélice
anfipatica e incrementar la estabilidad de los péptidos frente a proteasas (42,84). En virtud

de esto, se utilizé la resina RinK Amide en la sintesis de los tres péptidos de este trabajo.

De igual manera, la anfipaticidad juega un papel crucial en la toxicidad interaccién
con las membranas de los blancos (12). Los péptidos Bmje, Bmtxj y Cergo denotan una
anfipaticidad imperfecta (caras hidrofilicas e hidrofébicas medianamente definidas).
Diversas investigaciones han demostrado que una anfipaticidad de este tipo
probablemente tienda a inhibir la actividad hemolitica y el efecto sobre las membranas de
los blancos (42,85,86). Sin embargo, en el estudio realizado por Zhu (87), se demostré que
el péptido con anfipaticidad disruptiva PRW4 también puede presentar actividad
antibacterial y selectividad en bacterias Gram-positivas y Gram positivas. Esto ha generado
discrepancias en cuanto al efecto de la anfipaticidad perfecta (caras muy definidas) e
imperfecta sobre la funcidn y selectividad de los PAMs y PACs. Por lo tanto, estos resultados
subrayan la necesidad de mas estudios para descifrar el enigma de la relacién-estructura

funcién de los péptidos, que es multifactorial.
Caracterizacion y purificacion

Posterior al proceso de sintesis, los productos fueron analizados por RP-HPLC y
MALDI-TOF MS. Con ello se pudo identificar los picos que contenian los péptidos, los cudles
marcaban absorbancias mayores de 0,80 UA a diferencia de los picos de las impurezas que

marcaron absorbancias menores. Esto se considera un indicativo de la selectividad de la
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sintesis (Figura 12,13,14). Con respecto a los tiempos de retencidn, estos varian con
respecto a la hidrofobicidad, ya que las secuencias pueden generar mayor o menor
interaccién con la columna apolar del RP-HPLC (42) y FLASH (Figura 15,16, 17). Se observé
que tanto para Bmje y Bmtxj eran similares (tanto en FLASH como en RP-HPLC), y si bien
puede ser por su hidrofobicidad y estructura parecida, esto puede deberse mas a las
impurezas ya que ambos estan “crudos” y no llegan al 80% de pureza. Esto hace que los
tiempos de retencién varien. En cambio, ya purificados se observa una diferencia de 3
minutos, y en contra de los esperado, Bmtxj eluye antes que Bmje que posee menor
hidrofobicidad (Figura 18,20). La razén de este suceso puede deberse a que Bmje alin posee

un porcentaje de impureza del 3% a diferencia de Bmtxj que esta 100% puro.

En cambio, para Cergo se detectd un tiempo de retencion de 13,5 minutos
corroborando con que posee una mayor hidrofobicidad (Figura 22). Posterior a la
purificacion con FLASH, el tiempo de retencion no varié mucho y esto puede deberse a que
aun existia un 10% de impurezas, lo que es aceptable a comparacion del 30% que tenia
previa a la purificacion. Al final se logré una pureza mayor al 90% en los tres péptidos, lo

cual cumple con lo requerido o recomendado para realizar bioensayos (88).

Los espectros de masas, antes (Figura 9,10,11) y después de la purificacion (Figura
19,21,23), mostraron una sefial en m/z correspondientes a los péptidos Bmje, Bmtx] y

Cergo, constatando las identidades de las moléculas.

4.2. Ensayos biologicos

4.2.1. Hemolisis

La selectividad es una caracteristica primordial para la futura aplicacién clinica de
un péptido. Algunos péptidos caracterizados con alto potencial antimicrobiano vy
anticancerigeno, presentan a la par un elevado grado hemolitico (12-14). Investigaciones
sugieren que los péptidos deben presentar un equilibrio con respecto a la hidrofobicidad,
la carga, la anfipaticidad para evitar la actividad hemolitica (84,89). Por ejemplo, al
aumentar la carga de +8 a +9 del péptido V13K resultd en una mayor actividad hemolitica,
mientras que su disminucion a +4 elimind su actividad contra P. aeruginosa (90). Asi mismo

ocurrio con Indolicidin, cuya hidrofobicidad era cercano al 70% ya que es rico en triptéfano,
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haciendo que su aplicacidn clinica sea severamente limitada por su actividad hemolitica

(82).

Ninguno de los tres péptidos Bmje, Bmtxj y Cergo mostraron actividad hemolitica
en las concentraciones evaluadas (Figura 24). Probablemente se debe a que su
hidrofobicidad no supera el 50%, a que poseen cargas dentro de lo establecido y su
anfipaticidad es imperfecta. Todos estos aspectos permiten que los tres péptidos sean mas
selectivos y no hemoliticos. Ademads, la amidacién de la regién C-terminal que presentan
Bmje, Bmtxj y Cergo puede contribuir a las actividades antimicrobianas, y a la reduccion
de la actividad hemolitica al disminuir la carga negativa estabilizando asi la formacion de
una hélice anfipatica (84). Los resultados de hemolisis in vitro corroboran con las
predicciones in silico realizadas utilizando las herramientas bioinformaticas ToxinPred

(Figura 7) y HemoPI (Figura 8).

4.2.2. Ensayos anticancerigenos

Diferentes investigaciones han mostrado que la citotoxicidad y selectividad de los
PACs se debe a que las membranas de las células tumorales presentan una sobreexpresion
de moléculas anidnicas (26,57,91). Por ello, al disefar un péptido anticancerigeno se
abordan los mismos principios usados para sintetizar PAMs efectivos, tales como carga,
hidrofobicidad, estructura secundaria y anfipaticidad. El péptido Bmje presentd actividad
antitumoral contra cancer de mama (MCF-7) (Figura 26), con un CLso > 450 uM (Figura 27).
Se puede inferir que su inicial actividad cancerigena se debid a que presenta una estructura
alfa-helicoidal, que conjuntamente a su alta carga positiva, permitié al péptido afectar a
MCF-7. Sin embargo, su caracter poco anfipatico probablemente pudo ser la causante de
gue Bmje no sea potencialmente activo y requiera de altas concentraciones, ya que segln
el modelo de Carpet (modelo de la alfombra), los péptidos catidnicos y anfipaticos son los
que logran unirse con mayor éxito a la superficie de las células (57). No obstante, se pudo
observar que Bmje es altamente selectivo y minimamente hemolitico a comparacion de
otros péptidos caracterizados en la literatura que, a pesar de tener alto potencial
anticancerigeno, también inducen la hemdlisis en concentraciones bajas (32,92). En este

contexto se sugiere que debido a la notable selectividad presentada por Bmje, este péptido
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representa un buen candidato para nuevas investigaciones que deben buscar reducir su

CLso frente a células tumorales y conservar su bajo efecto hemolitico.

Por otro lado, la moderada actividad del péptido genera desafios y perspectivas
para su futura aplicacién. En este contexto, el sinergismo representa una oportunidad que
se puede evaluar. Por ejemplo, en un estudio realizado por Nelson y sus colaboradores (29)
se “combinaron” una PLA; Aps49 con drogas cancerigenas como paclitaxel y metotrexato,
y se observé un efecto sinérgico y un incremento en la selectividad. Entonces Bmje, con su
caracter catidnico, su estructura a-hélice y su incapacidad hemolitica, puede orientar a la
droga anticancerigena hacia las membranas anidnicas de las células tumorales y mejorar

asi su selectividad, evitando a la vez el dafio a las células sanas.

Por otro lado, el péptido Bmtxj mostrd una inhibicidn de la viabilidad celular del 20%
y 27% con las concentraciones de 250 uM y 50 uM respectivamente, contra la linea celular
CACO-II (Figura 25,26). Se considera que esta leve actividad antitumoral se debe, de igual
forma, a la carga catidnica que presenta (60% de los aminoacidos poseen carga positiva).
Sin embargo, la anfipaticidad no es la idénea, lo que afecta su potencial anticancerigeno

similarmente a como sucedié con el péptido Bmje.

El péptido Cergo no presentd una actividad antitumoral considerable en ninguna de
las lineas celulares en las concentraciones evaluadas (Figura 25,26). Se asume que el
principal problema con el péptido Cergo es que presenta una carga de +5, cuando se
requiere de cargas iguales o mayores de +7 (57,83). Por otro lado, Cergo si presenta una
anfipaticidad idénea, por lo que aumentar su carga podria otorgarle al péptido un potencial

antitumoral inclusive mayor al presentado por Bmtxj y Cergo.

Otro punto a considerar es que la accion de los péptidos dependerd en gran medida
del tipo de linea celular a tratar, ya que existe una variedad significativa en la estructura,
forma y composicion de las membranas (5,57). Por ejemplo, se ha observado que lineas
celulares CAL27 Y SCC15 (derivados del carcinoma de células escamosas de la cavidad oral)
mostraron heterogeneidad en la expresidn de cargas anidnicas en su membrana celular, lo
que claramente repercutiria sobre la accién antitumoral del péptido (57). Es probable que
las células de HEPA-G2 y CACO-Il presenten una menor carga anidnica superficial que las

células de MCF-7; esto podria explicar el por qué los péptidos Bmje, Bmtxj y Cergo
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presentaron actividad antitumoral (aunque bajo en el caso de Bmtxj y Cergo) contra MFC-

7.

4.2.3. Ensayos antibacterianos

Las secuencias de los péptidos Bmje, Bmtxj y Cergo provienen de las regiones C-
terminal de PLA;s Asp49 bdsicas, sitios moleculares que han sido altamente citadas por
diferentes investigaciones como la zona clave con mayor potencial antimicrobiano,
especialmente por la presencia de varios residuos de lisina que le confiere su carga
cationica (26,38,93). Si bien los mecanismos de accion de los PLA,s son diferentes, tienen
en comun de que no requieren de un agente complementario para efectuar su actividad
antimicrobiana (94). Otra ventaja de los péptidos antibacterianos bioinspirados en PLA;s es

la poca resistencia que pueden generar a largo plazo (48).

Un andlisis por microscopia electrénica de transmision realizado por Paramo (15)
indica que dicha regién C-terminal de las PLA;s produce cambios significativos en la
morfologia de las membranas bacterianas (95). De hecho, las investigaciones realizadas
sobre el efecto antimicrobiano de PLA; de venenos de serpientes son en su mayoria
basadas en esta region, ya sean de tipo Asp49 o Lys49. Por ejemplo, los péptidos p115-W3
(KKWRWWLKPLCKK) y pEM-2 (KKWRWWLKALAKK), los cudles son originarios de la
secuencia KKYRYYLKPLCKK provenientes del PLA; Lys49 aislado del veneno de serpiente de
Bothrops asper, mostraron actividad antimicrobiana a diferentes concentraciones minimas
bactericidas (CMB) contra las bacterias S. aureus (5,5 Bg/mL para p115-W3 y 5 Plg/mL para
pEM-2), S. enterica serovar Typhimurium (10 Big/mL para p115-W3 y 5 Bg/mL para pEM-2)
y E. coli (5 Blg/mL para pEM-2) (32). Cabe resaltar que dichas secuencias presentan similitud

con Bmje (YNKKYRYHLKSCKKADK), Bmtxj (YNKKYMKHLKPCKKA) y Cergo (NLRTYKKRYMFY).

Este estudio realizado con los péptidos pEM-2 y p115-W3 describen relaciones
estructurales determinantes para las actividades antimicrobiana, antitumoral y hemolitica
de los péptidos. En primera instancia en pEM-2 se dio un cambio de tirosinas (Y) por
triptéfanos (W), y se cambiaron la prolina (P) y cisteinas (C) por dos alaninas (A). Con estos
cambios Santamaria y sus colaboradores (32) indican haber mejorado la hidrofobicidad, en

especial con los residuos de triptéfano (W) que presenta una clara preferencia por la region
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interfacial de las bicapas lipidicas. Pero, se considera que lo que realmente mejoré su

potencial esta relacionado a la eliminacion de la prolina y cisteina de la secuencia original.

Segln los mismos autores, estos cambios se hicieron con el fin de evitar la
dimerizacion oxidativa (Cys) y facilitar la sintesis (Pro). En este caso Bmtxj presenta en su
secuencia ambos aminodacidos y se presume que su nula actividad contra E. coli se debe a
ello, ya que se ha encontrado que la prolina afecta la capacidad del PAM de poder
permeabilizar la membrana. Esto se debe a que la prolina puede estar alterando la postura
a helicoidal del PAM gracias a su baja tendencia por formar este tipo de estructuras (96),
lo que no concuerda mucho con el modelo presentado por I-TASSER (Figura 5). Sin
embargo, p115-W3 presenta actividad contra E. coli a pesar de poseer Pro y Cys, aunque
no en contra S. aureus como es el caso de Bmtxj que, con un CMI de 37,5 uM pudo inhibir

el crecimiento bacteriano de S. aureus (Figura 29)

Por otro lado, el péptido Bmje no presentd una actividad antibacteriana ni antifungica
(Figura 28). Se presume que este resultado puede deberse a que no posee una
anfipaticidad iddnea, ya que su parte hidrofilica supera considerablemente a su parte
hidrofébica (8 aminodcidos polares que integran una cara continua versus 5 aminodcidos
apolares discontinuos) teniendo en cuenta también la longitud del péptido, lo que afectara
de manera visible su potencial antimicrobiano (Figura 6). Probablemente su falta de
actividad puede deberse a la presencia de un aspartato (D), ya que dicho aminoacido
provee de una carga negativa a la secuencia lo que podria afectar su cardacter catidnico. Sin
embargo, la eliminacidn de las cargas negativas pudiera incrementar la actividad o potencia

de los péptidos evaluados.

Finalmente, Cergo ha presentado actividad contra E. coli, S. aureus y C. albicans,
especialmente en contra de E. coli con un CMI de 75 uM (Figura 30) y una actividad
bactericida contra E. colia 150 uM. Estos resultados pueden deberse a que cumple diversos
parametros con respecto a las diferentes propiedades analizadas en la parte inicial de la
discusién. Presenta una carga de +5, ademas de la presencia de una Arg (R) cuya adicién en
los AMP suele ser una estrategia utilizada en trabajos similares (12—14), ya que otorga carga
positiva a la secuencia. Ademas, Cergo presenta una hidrofobicidad que no supera el 50%

y esta dentro del intervalo de 8 y 22 kcal mol™? (12,46 kcal mol?) (Tabla 5) y més importante,
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Cergo presenta un cardacter anfipatico notable debido al equilibrio existente entre sus caras

hidrofdbicas e hidrofilicas (Figura 6).

Otro punto a considerar es el origen de los péptidos estudiados. Tanto Bmje, Bmtxj y
Cergo provienen de PLA,s Asp49 que se caracterizan por presentar actividad catalitica, a
diferencia de PLA2s PLys49 que carecen de ella (7). Aunque ambos tipos de fosfolipasas
presentan un efecto antibacterial, antifungico y anticancerigeno, se ha notado que los
péptidos derivados de Lys49 presenta mayor potencial. En un estudio realizado por Paramo
y sus colaboradores (95) evaluaron el efecto antibacterial de myotoxin Il (115-129)
(bioinsirado en una PLA; Lys49) y de myotoxin Ill (Derivado de una PLA; Asp49), y se
observé que, si bien ambos presentaban un efecto inhibidor de las unidades formadores
de colonia, el péptido myotoxin Il tenia mayor impacto (99% de reducciéon de UFC con 2,7
ug/mL de concentracidn). Se presume que esta diferencia se da debido a que las PLA;
Lys49, al no tener actividad catalitica, recurre a otras regiones de la misma proteina para
efectuar su efecto citotdxico sobre los fosfolipidos de las membranas celulares. Mientras
las fosfolipasas Asp49 al presentar un mecanismo catalitico para romper las membranas

celulares no depende de sus regiones para desestabilizar e inducir este efecto.

Tomando en cuenta la perturbacién de la membrana celular como principal
mecanismo de accion de péptidos derivados de PLA2, la diferencia entre la potencia y
actividad de los péptidos frente a los microrganismos y células aqui reportadas, se alinean
a diversos trabajos que reportaron variaciones en la composicion lipidica y proteica de las

membranas celulares (97-100).
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5. CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1.

5.2.

CONCLUSIONES

Se identificaron tres regiones diferentes con potencial antimicrobiano: Bmje
(YNKKYRYHLKSCKKADK), Bmtxj (YNKKYMKH LKPCKKA) y Cergo (NLRTYKKRYMFY)
derivados de PLA2 Asp49 de venenos de serpiente, las cuales estan ubicados en la
zona C-terminal entre las posiciones 99 y 119 de las secuencias citadas.

Se sintetizaron y purificaron tres péptidos correspondientes a Bmje, Bmtxj y Cergo,
con una pureza del 91,17%, 100% y 90,05% respectivamente.

Los péptidos Bmje, como Bmtxj y Cergo presentaron un caracter catiénico (+5, +7y
+7) e hidrofébico (29,71%, 40% y 50%) similar a otros péptidos con actividad
farmacoldgica descritos.

Los tres péptidos sintéticos no mostraron actividad hemolitica en las
concentraciones evaluadas.

Bmje presenté actividad antitumoral hacia la linea celular MCF-7 con un Clso de
464,85 uM.

Cergo presento actividad antibacteriana contra E. coli con un CMI de 75 uM y una
actividad bactericida con un CMB de 150 uM.

Bmtxj presento actividad frente a la bacteria Gram-positiva S. aureus con un CMI de
37,5 uM.

La estructura primaria y caracteristicas fisico-quimicas de los péptidos pueden ser
responsables de las distintas potencias, actividades y selectividades observadas en

los resultados.

RECOMENDACIONES

La ingenieria de estos péptidos, como eliminacion de residuos negativos, pueden

potenciar su actividad y deberia ser evaluada. El estudio de la actividad sinérgica de los

péptidos en combinacion con farmacos utilizados en la clinica y/o otros péptidos pueden

representar una oportunidad de desarrollo de estrategias innovadoras para problemas de

salud publica.
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