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Introduccién

La mayoria de los péptidos antimicrobianos contienen entre 10 y 40 residuos
aminoacidicos, son catidnicos e hidrofébicos, y adoptan estructuras anfipaticas en las
proximidades de la membrana plasmatica. A diferencia de los antibibticos
convencionales, estas moléculas tienen como principal blanco de accion la membrana
microbiana. Se ha demostrado que la conjugacion de péptidos con &cidos grasos
saturados aumenta la actividad antimicrobiana y amplia el espectro de inhibicion,
incluyendo a levaduras y hongos filamentosos (1). También se ha reportado que
acidos grasos acetilénicos conteniendo entre 16 y 20 atomos de carbono, aislados de
raices de plantas, presentan propiedades antifungicas (2).

Por otra parte, el acido (2)-17-metil-13-octadecenoico, originariamente aislado de la
esponja marina Polymastia penicillus, y posteriormente sintetizado por Carballeira y
col. (3), presenta actividad antiprotozoaria.

Partiendo de la base de que el acido decanoico (C10:0) es activo frente a Candida
albicans a 10 mM, se han sintetizado acidos grasos saturados metoxilados, entre ellos
el 4-metoxidecanoico racémico, que ha demostrado ser 17 veces mas potente que el
acido decanoico frente a Candida albicans y a Cryptococcus neoformans (4).

En este trabajo se utiliz6 como modelo un péptido antibacteriano cuya secuencia
deriva parcialmente de una bacteriocina natural, y se lo conjugé con acidos grasos
saturados e insaturados con diferentes caracteristicas estructurales, a fin de evaluar el
efecto de la conjugacién sobre la actividad antimicrobiana frente a bacterias Gram (+)
y Gram (-), y cepas del género Candida.

Resultados

El péptido antimicrobiano A2 (IKQVKKLFKK) se sintetizd mediante la quimica Fmoc
en fase sélida y se acil6 en su extremo N-terminal con los siguientes acidos grasos: 6-
hexadecinoico (C16:1), 6-heptadecinoico (C17:1), 6-nonadecinoico (C19:1), 6-
eicosinoico  (C20:1), (Z)-17-metil-13-octadecenoico (17-Me-A'-18:1), 4-metoxi-
decanoico (4-OMe-10:0) y decanoico (C10:0), empleando como reactivo de
acoplamiento PyBOP/DIEA/HOBL (2:4:2).

Los resultados demostraron que la conjugaciéon con acidos grasos aumenta la
actividad antibacteriana de A2 y le otorga actividad antifingica. En este sentido, los
analogos conjugados con los acidos grasos 6-heptadecinoico (C17:1), 17-Me-A"-18:1,
4-OMe-10:0 y C10:0 fueron los mas activos frente a todas las bacterias Gram (+) y (-)
ensayadas, con CIM comprendidas entre 1,3 y 21,2 uM (Tabla 1). Asimismo, frente a
las cepas de levaduras los analogos mas activos fueron los conjugados con 17-Me-
A™-18:1 y 4-OMe-10:0, con CIM que van desde 41,6 a 88,7 uM (Tabla 2).

Se investigo la actividad hemolitica de los analogos frente a glébulos rojos humanos.
Los resultados evidenciaron que la conjugacién con acidos grasos con cadena



hidrocarbonada larga (>C16) confiere a los péptidos una elevada actividad hemolitica,
mientras que la conjugacién con acidos grasos de cadena mediana (C10) produjo un
leve incremento en la actividad hemolitica, a altas concentraciones.

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

Los lipopéptidos C10:0-A2 y 4-OMe-10:0-A2 presentaron los mejores valores de IT
frente a bacterias Gram (+) (IT= 200,7 y 123,7, respectivamente) y Gram (-) (IT= 571,4
y 176,8, respectivamente), mientras que los demas analogos presentaron bajos ITs
debido a que poseen elevada actividad hemolitica (Tabla 1).

Por otro lado, los ITs frente a levaduras fueron muy bajos para todos los anélogos
estudiados, debido a su elevada actividad hemolitica y moderada actividad antifingica
(Tabla 2), siendo 4-OMe-10:0-A2 el que presentd el mayor IT (IT = 13,5).

Tabla 1. CIM e IT de los analogos sintetizados frente a bacterias Gram (+) y Gram (-)

CIM (uM) IT
Gram (-) Gram (+) Gram | Gram
. E. coli E. coli P. Salmonella | S.aureus | S.aureus | E.faecalis () (+)
Péptidos | ATCC | ATCC | aeruginosa sp. ATCC MR °© ATCC
25922 | 35218 ATCC 25929 29212
27853
A2 12,7 254 254 6,35 12,7 12,7 50,8 458 31,5
*C16:1-A2 54 214 2,7 54 214 2,7 214 1,5 6,6
*C17:1-A2 1,3 21,2 2,7 2,7 10,6 2,7 1,3 1,8 2,6
*C19:1-A2 5,2 20,9 5,2 2,6 10,4 2,6 104 15 1,6
*C20:1-A2 5,2 20,7 10,3 10,3 10,3 5,2 20,7 05 05
17-Me-A"-
C18:1-A2 1,3 10,4 1,3 2,6 2,6 2,6 10,4 3,2 24
4-OMe-
C10:0-A2 2,8 11,1 2,8 14 55 2,8 1,1 176,8 123,7
C10:0-A2 14 14 14 14 14 2,12 14 5714 200,7

(*) acidos grasos acetilénicos; (°) meticilino Resistente

Tabla 2. CIM e IT de los anélogos sintetizados frente a levaduras

Péptido CIM (uM) IT
C. albicans C. albicans C. tropicalis
PECC 2 DBFIQ 1 DBFIQ 3

A2 >203,4 >203,4 >203,4 <4
C16:1-A2 1715 >171,5 >171,5 0,6
C17:1-A2 >170 >170 >170 <0,07
C19:1-A2 166,8 166,8 >166,8 0,08
C20:1-A2 82,7 >165,3 165,3 0,04
17-Me-A"3-18:1- 416 83,3 41,6 0,2
A2
4-OMe-10:0-A2 444 88,7 444 13,5
C10:0.A2 90,6 90,6 90,6 88

Conclusiones

En base a estos resultados se puede concluir que los péptidos conjugados con acido
6-heptadecinoico, 17-Me-A'*-18:1, 4-OMe-10:0 y C10:0 son los méas promisorios para
realizar estudios mas extendidos sobre su aplicacién como agentes terapéuticos para
el tratamiento de enfermedades que tienen como agentes etioldégicos a bacterias Gram
(+) y Gram (-) y a levaduras.
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