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CONTEXTO

La linea de investigacién presentada forma parte del
proyecto “Péptidos bioactivos y sus derivados analogos:
mejora quimica de su potencial como antimicrobianos y/o
antioxidantes para su aplicacion tecnologica” (PICT
N°2278/2017) dirigido por la Dra. Mariela Marani. La
Dra. Marani es directora del Grupo de Bioprospeccion y
Aplicaciones Biotecnol dgicas de Péptidos (BIAPEP), que
se enfoca en la identificacion de péptidos bioactivos de
anfibios desde el afio 2011, en e Ingtituto Patagdnico
para el Estudio de los Ecosistemas Continentales (IPEEC
— CONICET). Dicho grupo se relaciona con el IPEEC
plantear que la biodiversidad de los ecosistemas
patagonicos podria ofrecer soluciones a problemas
actudles, como lo es la resistencia de los
microorganismos  patégenos a los  antibidticos
convencionales, por lo que se enfoca en el estudio de su
potencial biotecnoldgico y la puesta en vaor de la
biodiversidad que lo compone.

RESUMEN

La répida aparicibn microorganismos resistentes a
farmacos ha impulsado la prospeccién de agentes
antibidticos alternativos. En este sentido, los péptidos
antimicrobianos (PAMsS) son de suma importancia. Los
anuros son una rica fuente de PAMs, aungue su potencial
terapéutico es limitado por su toxicidad. El disefio
racional de PAMs consiste en modificaciones estratégicas
en la secuencia primaria de un péptido natural, buscando
optimizar la actividad biolégica de los mismos. En €
presente trabgjo se identificaron y caracterizaron 5
péptidos de la piel de Boana pulchella, con caracteristicas
tipicas de PAMs. Los mismos fueron sintetizados
guimicamente y se evalud la actividad antimicrobiana de
tres de ellos, contra las cepas Escherichia coli y
Saphylococcus aureus, observando inhibicion en el
crecimiento de dichos microorganismos. Con el objetivo
de meorar su potencial terapéutico se realizd un
exhaustivo andlisis de la relacién estructura-actividad
(SAR). Se disefiaron y analizaron andogos in silico
obteniendo estructuras con un mayor espectro de acciény
una disminucién significativa en su actividad hemolitica.
Estos péptidos serdn sintetizados para la posterior
evaluacién experimental de su actividad antimicrobiana,
hemoliticay citotoxica.

135

Palabras clave: Boana

pulchella, andlogos.

péptidos  antimicrobianos,

1. INTRODUCCION

Laresistencia alos antibi6ticos es posiblemente la mayor
amenaza a la salud que enfrentard la humanidad en los
préximos afios. La fata de aternativas es una de las
preocupaciones dentro del sector salud y por lo tanto una
preocupacion a nivel mundia. En 2017, la OMS anuncié
una lista de prioridades de bacterias resistentes a los
antibidticos con e objetivo de facilitar lainvestigacion, €l
descubrimiento y €l desarrollo de antibi6ticos novedosos
y eficientes para tratar las infecciones causadas por estos
patégenos (OM S, 2016).

Los productos naturales son una fuente importante de
nuevos antibidticos (Ling et al., 2015, Ng et al., 2016,
Ramchuran et al., 2018). Los péptidos antimicrobianos
(PAMSs) han demostrado ser unas moléculas muy
versétiles. Forman parte de la inmunidad innata de
diversos organismos y poseen una distribucion muy
amplia en la naturaleza, siendo la piel de anfibios una de
las fuentes més abundantes de PAMs (M ahlapuu et al.,
2016). Dada su alta variabilidad y debido a que cada
especie presenta un Unico arsenal, la evaluacién de
péptidos hioactivos provenientes de anfibios presenta una
oportunidad Unica, con un gran potencial biotecnolégico
para e hallazgo de nuevos antimicrobianos (Marani et
al., 2017, Marani et al. 2015). En las Ultimas décadas,
los péptidos han superado a las moléculas pequefias como
agentes terapéuticos debido a su amplia gama de
aplicaciones, ata actividad biolégica contra una amplia
variedad de pat6genos, incluyendo bacterias resistentes a
antibidticos y alta especificidad (Seong-Cheol Park et
al., 2011, Wetzler & Hamilton, 2018). Sin embargo, los
principales desafios a superar para se conviertan en
farmacos efectivos es su baja biodisponibilidad oral e
inestabilidad en condiciones fisiologicas (Abdel Monaim
et al., 2018).

La mayoria de los PAMs son cationicos en la naturaleza,
en general presentan una conformacion anfipética
especifica y una estructura secundaria del tipo a-hélice
(Conlon et al.,, 2011). Presentan dfinidad por
polisacaridos de la pared bacteriana y por |os fosfolipidos
bacterianos. Sin embargo, la falta de homologia en la
secuencia de los diferentes PAM sugiere que la estructura



VI Encuentro de Investigadores, Becarios y Tesistas de la Patagonia Austral
19 a 23 de Octubre de 2020

3D y las interacciones fisicoquimicas son mas
importantes en su funcion que su estructura primaria.
Alteraciones en su secuencia primaria podria mejorar la
actividad antimicrobiana de los péptidos mediante la
redistribucion de las cargas y una mayor afinidad por las
membranas microbianas que tipicamente presentan
superficies aniénicas (M angoni et al., 2011). Asi mismo,
modificaciones en |os extremos terminales de la molécula
han demostrado ser estrategias eficaces para mejorar la
estabilidad, a reducir la degradacion por proteasas y
peptidasas presentes en e suero o0 en los tgidos
(M cGregor, 2008).

2. LINEASDE INVESTIGACION y DESARROLLO

Actualmente se esta trabajando con secuencias peptidicas
obtenidas a partir de la piel de rana de Boana pulchella.
Estos PAMs, identificados a partir de técnicas de biologia
molecular, se sintetizaron quimicamente y se esta
evaluando su actividad antimicrobiana y citotéxica.
Ademés, se esta llevando a cabo un andlisis de la relacion
estructura-actividad (SAR) y mejoramiento de la
actividad antimicrobiana de dichos péptidos, a través del

disefio y caracterizacion de andogos (estructura,
citotoxicidad y estabilidad en suero) para su potencial
aplicabilidad.

3. RESULTADOS OBTENIDOS/ ESPERADOS

e Seidentificaron y caracterizaron 5 nuevas secuencias
peptidicas a partir de la extraccion del ARNm de la
piel de Boana pulchdlla, y posterior amplificacion,
clonacion y secuenciacion de los ADNc especificos.
Las secuencias aisladas presentaron carga neta
positiva, PM entre 1870 y 1996 Da y estructura 3D
tedrica de tipo o-hélice anfipética, con altas
probabilidades de ser PAMs.

e Se redizd la sintesis manual en fase solida de los
péptidos identificados y se purificaron mediante RP-
HPLC.

e Seevaud laactividad antimicrobiana de tres de ellos,
contra las cepas E. coli (ATCC 25922) y S. aureus
(ATCC 29313). Se observo inhibicién del crecimiento
de dichos microorganismos.

e Se utilizaron las secuencias de los cinco péptidos
identificados como base para el disefio de derivados
analogos, con e fin de meorar su performance
antimicrobiana

e Las secuencias andlogas se andizaron in silico y se

seleccionaron las que presentaron un mayor espectro

de accion (bacterias y hongos) y una disminucion
significativa en su actividad hemolitica.

Se continuard con la evaluacion

la actividad
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antimicrobiana de los dos péptidos restantes aislados
de la piel de B. pulchella, y la actividad hemolitica y
citotoxica paralos cinco péptidos aislados.

e Los péptidos andlogos seleccionados seran
sintetizados para su posterior purificacién 'y
evaluacion  experimental de su  actividad

antimicrobiana, hemoliticay citotéxica.
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