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Resumen

La emergencia de bacterias resistentes a los antibiéticos presenta un importante problema en
la actualidad, que se cobrara mas de 10 millones de vidas en el 2050 si no se soluciona a
tiempo. Una manera de atacar el problema es mediante el desarrollo de nuevas entidades
antimicrobianas cuyo blanco de accién sea un componente celular dificil de modificaro
reemplazar, para generar resistencia, constituye un hallazgo de gran valor para la medicina y la
industria farmacéutica. Los péptidos KW-arilados son excelentes IFAs para el desarrollo de
formulaciones farmacéuticas antimicrobianas. Son entidades peptidicas novedosas porque
fueron desarrolladas racionalmente a partir de un fragmento (107RKWVWWRNR115) de la
lisozima humana por arilacién de sus residuos de triptéfano (Trp), lo que produjo un efecto
positivo sobre la inhibicion del crecimiento de Staphylococcus aureus y Staphylococcus
epidermidis. Se accedid a esta modificacion selectiva del sitio por sintesis de péptidos en fase
sélida (Kates, 2000) utilizando el aminoacido no proteinogénico 2-ariltriptéfano, generado por
activacién directa de C-H a partir de Trp protegido. La modificacion provocd un aumento
relevante en la inhibicion del crecimiento: S. aureus se inhibié completamente por arilacion de
Trp 112 y solo por 10% por arilacién de Trp 109 o 111, con respecto al péptido no arilado. Por
otro lado, S. epidermidis se inhibi6 completamente por los tres péptidos arilados y el péptido
original. La concentracion minima inhibitoria se redujo significativamente para S. aureus
dependiendo del sitio de arilacion.
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Abstract

The increase in the antimicrobial resistance makes a great threat to the world population and
has been recognized by organizations such as the United Nations and World Health
Organization. One way to attack this problem is the development of new molecules for the
treatment of infectious diseases. Antimicrobial peptides (AMPs), also known as host defense
peptides, are short and generally positively charged peptides found in a wide variety of life
forms from microorganisms to humans. We have designed and developed antimicrobial
peptides with potent antimicrobial activity against a broad spectrum of bacteria including
Staphylococcus aureusmethicillin-resistant with no adverse hemolytic activity. KW-arilated are 3
nonapeptides derivatives of fragment 107-115 of the human lysozyme and present 3
modifications with respect to the leader sequence that increased their antimicrobial activity. The
arylation of the Trp was carried out on carbon 2 with a phenyl group with the aim of increasing
its anchoring capacity to the bacterial membrane. This therapeutic target implies a difficult
development of resistance on the part of microorganisms.
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¢ Se han preguntado por qué enfermedades que eran parte del pasado han resurgido

en la actualidad?

La resistencia a los antibidticos constituye, en la actualidad, una de las mayores
amenazas para la salud a nivel mundial. Se estima que para el afio 2050 la resistencia a
los antibidticos presentara un escenario devastador. Como informa Jim O'Neill (2016), ex
presidente de la Review on Antimicrobial Resistance, actualmente se producen 700.000
muertes por infecciones resistentes a farmacos vaticinando que se convertirian en 10
millones para la década del 50, es decir, mas personas que las que mueren de cancer.

Los antibidticos son herramientas muy utiles para tratar infecciones y aunque su
excesivo e indiscriminado uso genere resistencia, se trata de un proceso evolutivo natural
que ha provocado la emergencia de bacterias multirresistentes a los antibioticos.

El manejo terapéutico de las infecciones causadas por microorganismos
multirresistentes es cada vez mas dificil debido al agotamiento de las alternativas
antibidticas. En este contexto, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), convoca a la
comunidad cientifica y a las empresas farmaceéuticas a los fines de aunar esfuerzos en pos
del desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos que amplien el arsenal terapéutico para
poder responder a este fendmeno a generarse en las proximas décadas.

Resulta fundamental disefiar y desarrollar nuevas entidades cuyo blanco de accion
sea un componente celular dificil de modificar o reemplazar para generar resistencia, lo
cual constituiria un hallazgo de gran valor para la medicina y la industria farmacéutica.

La comunidad cientifica ha focalizado su atencién en los péptidos antimicrobianos
(AMPs) a fin de obtener agentes con aplicacion en la produccién de alimentos y como
agentes terapéuticos. Esto sumado al hecho de que existe poca evidencia de la resistencia
microbiana a los AMPs (Peschel, 2006), los convierte en moléculas con gran potencial
para su uso como antibioticos. En la actualidad, se conocen mas de 2.000 AMPs y su
caracterizacion ha demostrado que la gran mayoria de estos péptidos son catiénicos
(péptidos con carga neta positiva).

En este contexto, el fragmento 107 a 115 del extremo C-terminal de la lisozima
humana (hLz) posee una actividad antimicrobiana significativa (lannucci, 2013). En funcién
de lo expuesto se llevd a cabo un trabajo conjunto entre investigadores argentinos (UNQ,
UBA y CONICET) y espafioles de la Universidad de Barcelona en el que se disefiaron
nuevos péptidos que podrian representar excelentes Ingredientes Farmaceéuticos Activos
(IFAs) para el desarrollo de formulaciones antimicrobianas (Gonzalez R, 2016), mediante
la aplicacion de una estrategia novedosa de arilacién de péptidos desarrollada por la
Universidad de Barcelona con el fin de mejorar la actividad antimicrobiana intrinseca del
péptido (Ruiz-Rodriguez J, 2010).

Estos péptidos, denominados momentaneamente KW-Arilados, son péptidos de 9

aminodacidos cuya produccion industrial por sintesis quimica es econédmicamente rentable.
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Los potenciales mercados para este desarrollo son las empresas farmacéuticas nacionales
y/o internacionales interesadas en responder a la demanda de nuevas entidades
antimicrobianas.

Los KW-Arilados son 3 nonapéptidos derivados del fragmento 107-115 de la hLz.
Presentan 3 modificaciones respecto a la secuencia lider que aumentaron su actividad
antimicrobiana. En la posicion 108 se sustituy6 la alanina por lisina (Alax Lys), en la
posicion 111 se sustituyd la alanina por un triptéfano (Ala x Trp) (lannucci, 2013) y se
arilaron secuencialmente los 3 Trp de la molécula ubicados en las posiciones 109, 111 y
112 (Rodriguez, 2016). La arilacién de Trp se realizé en el carbono 2 con un grupo fenilo
con el objetivo de aumentar su capacidad de anclaje en la membrana bacteriana.

La siguiente tabla muestra las secuencias del péptido lider, la secuencia intermedia

K'%®wW"" 107-115 hLz y los tres péptidos arilados, cada uno con un Trp-fenilo

respectivamente:
Secuencia Formula Nombre
RAWVAWRNR-NH: 107-115 hLz Lider
RKWVWWRNR-NH: [K'98W1'11] 107-115 hLz Intermediario
RKW(Ar)VWWRNR-NH: [K1®W-Ar'®W!11107-115 hLz KW-Arilado!®
RKWVW(Ar)WRNR-NH; [K'*W-Ar''"]107-115 hLz KW-Arilado'!
RKWVWW(Ar)RNR-NH;  [K'%®W!"'W-Ar''?]107-115 hLz KW-Arilado'!?

Investigaciones previas han revelado que la membrana bacteriana es el blanco de
estos péptidos y en ella ejercen su poder destructivo al interrumpir su continuidad, de
formarla y crear poros. Este blanco terapéutico implica un dificil desarrollo de resistencia
por parte de los microorganismos, constituyendo una virtud adicional de los péptidos KW-
Arilados como nuevos agentes antimicrobianos.

La C2-arilacidon de indoles en Trp se llevd a cabo a través de la técnica de activacion
del enlace C-H, catalizada por Pd bajo irradiacion por microondas (Ruiz-Rodriguez, 2010),

como se muestra en la siguiente figura:

CO,H

Fmoc—HN""

Pd cat
C-H activation

N
H

Fmoc-L-Trp Ph Fmoc-L-Trp(Ph)-OH

PME: 426, 46 g'mol PM: 502, 36 g/mal
MW 20°C (250W)

20 min P max

Por lo expuesto, de esta manera se logré potenciar la actividad antimicrobiana de
KW-Arilado109, 20 veces frente a un microorganismo Gram negativo (E. coli). Asimismo,

se aumento la actividad antimicrobiana de KW-Arilado111 y KW-Arilado112, 70 veces
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frente a microorganismos Gram positivos (S. aureus, S. aureus metilino resistente, MRSA
y S. epidermidis). La arilacion del Trp 109 aumento selectivamente la actividad del péptido
frente a E. coli alcanzando una concentracion inhibitoria minima (CIM) de 20 pM, y
ampliando su espectro antimicrobiano. Por otro lado, la arilacion de los Trp111 o Trp112,
aumento selectivamente la actividad de los péptidos frente a los microorganismos Gram
positivos alcanzando CIMs de 3, 5y 3 uyM frente a S. aureus, MRSA y S. epidermidis
respectivamente. Las sustituciones en las posiciones 108 y 111 en el péptido intermediario
aumentaron su actividad antimicrobiana 4 y 20 veces frente a microorganismos Gram (-) y
Gram (+). Ademas, la arilaciéon de los Trp aumento 4 veces la actividad antimicrobiana de
los péptidos alcanzando CIMs compatibles con una ventana terapéutica efectiva. La ultima
modificacion mejoro el perfil terapéutico de los péptidos, impulsando su candidatura como
ingredientes farmacéuticos activos (IFAs) para renovar el arsenal de compuestos
antimicrobianos.

La derivatizacioén (arilacion) de los Trp a los efectos de aumentar el poder de anclaje
de los péptidos a la membrana bacteriana es una técnica novedosa que permitio el
hallazgo de los KW-Arilados. Las CIMs obtenidas luego de la derivatizaciéon de los Trp,
entran en una ventana terapéutica efectiva. Mediante microscopia electrénica, hemos
demostrado que la membrana plasmatica bacteriana es el blanco de los KW-Arilados; esto
implica una baja posibilidad de generacion de farmacorresistencia. Asimismo, este blanco
terapéutico permitira el uso de los D-isomeros de los KW-Arilados con el fin de aumentar
su estabilidad y biodisponibilidad. Los KW-Arilados puede ser incorporados en varias
férmulas (oral, tépica, inclusién en apdsitos, inmovilizacion en implantes, protesis y
catéteres).

A modo de ejemplo, se muestran fotos obtenidas por microscopia electrénica de
barrido que revelan el mecanismo de acciéon de los péptidos aril-Trp frente a
Staphylococcus aureus. La foto de la izquierda representa el control, 0% de inhibicion y a
la derecha [K'®W'""'W-Ar'"?] 107-115 hLz, 91% de Inhibicion.

= Ewiaxw s : "' Srwiomm ]
[K108Willw. Arll?] 107-115 hLz

Esta significativa innovacion podria abrir la puerta a nuevas transformaciones de este
tipo, dirigidas a mejorar la acciéon farmacoldgica sin alterar la naturaleza anfipatica

existente del péptido, pero incrementando localmente la lipofilicidad de residuos
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especificos. De acuerdo a nuestro conocimiento del area, esta es la primera vez que la
arilacion de un triptéfano se aplica en el desarrollo de un péptido con actividad
antimicrobiana.

Estos péptidos poseen alta actividad y baja toxicidad, debido a que su blanco
terapéutico es la membrana plasmatica. Tal y como se mencioné anteriormente, existe una
escasa probabilidad de generar resistencia. Considerando que estos péptidos causan
danos en la membrana, pueden ser administrados en combinacién con un antibiético que
posea un blanco intracelular y de esta forma promover un efecto sinérgico.

A modo de conclusion podemos expresar que los péptidos, ofrecen un potencial de
crecimiento enorme como terapias futuras para el tratamiento de las necesidades médicas

no cubiertas, anticipando un futuro promisorio para la terapéutica y el diagndstico.
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