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Introduccion

Los péptidos antimicrobianos forman parte de la inmunidad innata de muchos
organismos superiores como plantas, insectos, anfibios y mamiferos. Sobre la base de
su rapido mecanismo de accién, se ha sugerido que constituyen la primera linea de
defensa contra bacterias, virus y hongos (1).

Como resultado de estudios peptidomicos realizados con muestras de piel y de
secreciones glandulares de la rana del zarzal, Hypsiboas pulchellus (Hp), se identifico
un total de 23 secuencias, la mayoria inéditas. Tres de estas secuencias fueron
seleccionadas y sintetizadas en fase solida por la quimica Fmoc, para estudiar sus
propiedades antimicrobianas e investigar probables mecanismos de accién.

Se utilizé un ensayo colorimétrico para estudiar la interaccion de los analogos con
vesiculas de fosfolipidos y acido 10,12-tricosadiinoico polimerizado (PDA), de color
azul (2). La interaccion de un péptido con estas vesiculas produce un cambio de color
de azul a rojo, el que se cuantifica a través del valor de respuesta cromatica (RC), en
funciébn de la concentracion de péptido. Conjuntamente con estos estudios, se
realizaron andlisis por Dicroismo Circular (DC), a fin de investigar cambios
conformacionales en presencia de vesiculas constituidas por fosfolipidos aniénicos y
zwiterionicos.

Resultados
Las secuencias de los péptidos sintetizados, conjuntamente con las propiedades
fisicoquimicas y estructurales, se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1. Secuencias y caracteristicas estructurales de los analogos sintetizados

Carga Prediccién estructura PM
Identificacion Secuencia Neta secundaria H %
apH=7 PSIPREDDEDD
P4-Hp-1971  TKPTLLGLPLGAGPAAGPGKR +4 Coil 1971,173 33
P5-Hp-1935 KLSPSLGPVSKGKLLAGQR +5 Coil 1935,209 31
P6-Hp-1891 RLGTALPALLKTLLAGLNG +3 Hélice (T4-L17) 1891,241 52

Secuencias determinada por ESI-MS-MS. PM: peso molecular experimental. H%: porcentaje de aminoacidos
hidrofébicos.

Se determiné la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) frente a dos cepas
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bacterianas: Escherichia coli ATCC 25922 y Staphylococcus aureus ATCC 25929.

Se calculd el indice Terapéutico (IT), el cual se define como la relacién entre la
Concentracion Hemolitica Minima (CHM, minima concentracion de péptido que
produce el 100% de hemdlisis) y el valor de CIM.

Los resultados de ambas determinaciones se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. . CIM, CHM e IT de los analogos sintetizados frente a S. aureus y E. coli

((|:1Il\'>lll) indice Terapéutico (IT)
Anélogo CHM
Identificacién (uM)
E. coli S. aureus E. coli S. aureus
P4-Hp-1971 16 8 640 40 80
P5-Hp-1935 33 66 320 9.7 4.9
P6-Hp-1891 17 17 25 15 15

El mayor valor de IT lo presenté el andlogo P4-Hp-1971, resultado que guarda
relacion con su mayor actividad antimicrobiana (CIM: 16 uM para E. coliy 8 uM para
S. aureus) y baja actividad hemolitica, en todo el rango de concentraciones ensayado
(hasta 320 pM).

La estructura conformacional se investigd por DC y la deconvolucion de los espectros
se realizd por los métodos CONTILL y SELCON 3, incluidos en el software CDPro.
Estos analisis demostraron que en medio acuoso los péptidos no estan estructurados,
y que en presencia de vesiculas de dipalmitoilfosfatidilglicerol (DPPG) P6-Hp-1891
adopta una estructura predominantemente helicoidal (70%), y en menor medida lo
hace el analogo P5-Hp-1935 (36%), mientras que para P4-Hp-1971 el espectro fue
similar al obtenido en medio acuoso.

En el ensayo cromatico con vesiculas de DPPG-PDA los mayores valores de RC se
obtuvieron con el analogo P6-Hp-1891, en concentraciones proximas a 250 pM (RC:
45%), mientras que para los analogos P5-Hp-1935 y P4-Hp-1971, los valores
maximos de RC se encontraron a 150 pM (35 y 25 % respectivamente). Los
resultados evidenciaron que solamente el andlogo P6-Hp-1891 interacciond
significativamente con las vesiculas de DPPG-PDA, la que aumentd con la
concentracion de péptido, hasta aproximadamente 300 uM. Estos hechos pueden ser
explicados teniendo en cuenta que el péptido adopta una estructura helicoidal
anfipatica en presencia de vesiculas de DPPG, y que posee un porcentaje de
aminodacidos hidrofébicos (52%) adecuado para interaccionar con membranas. Su
cationicidad (carga neta +3) seria suficiente para lograr una buena interaccion
electrostatica inicial con las cabezas polares aniénicas de los fosfolipidos de
membrana.

La interacciébn de los andlogos P4-Hp-1971 y P5-Hp-1935 con vesiculas de
dipalmitoilfosfatidilcolina-colesterol-PDA (DPPC-Col-PDA) fue baja, en todo el rango
de concentraciones investigado, resultados que se correlacionaron con los obtenidos
por DC en presencia de vesiculas de DPPC, y con la baja actividad hemolitica que
presentaron. En cambio, el analogo P6-Hp-1891 fue el que mas interacciond con las
vesiculas de DPPC-Col-PDA, y este resultado se correlacion6 con su elevada
actividad hemolitica.



Los resultados de DC y de interaccion con vesiculas claramente evidencian que P6-
Hp-1891 actla permeabilizando las membranas bacterianas mientras que P4-Hp-
1971, el andlogo méas activo de los tres sintetizados, a pesar de su cationicidad
actuaria por otro mecanismo de accion, aun no dilucidado. En este sentido,
investigaciones recientes han demostrado que péptidos antimicrobianos que
contienen un predominio de uno o0 dos amino&cidos especificos, actlan
interaccionando con blancos intracelulares, inhibiendo la sintesis de ADN, de
proteinas y de la pared celular, entre otros (3).

Conclusiones

Sobre la base de los resultados obtenidos con los péptidos que presentaron mayor
actividad antimicrobiana se concluye que P6-Hp-1891 es un péptido helicoidal cuyo
blanco de accién es la membrana bacteriana, mientras que para P4-Hp-1971, péptido
rico en glicina y prolina, deberan realizarse estudios adicionales para definir un
probable mecanismo de accién.
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