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RESUMEN:

Antecedentes: Los péptidos antimicrobianos forman parte de la inmunidad innata de
vertebrados e invertebrados contra el reto de microorganismos invasores entre los
cuales los hongos constituyen un capitulo pendiente en la terapia anti- infecciosa debido
a la escasez de antifingicos convencionales, desarrollo de resistencia y su toxicidad
inherente. Los invertebrados marinos ademas de estar sometidos al reto de los
microorganismos propios de su ambiente, reciben la influencia de los desechos humanos
con la consiguiente carga de microorganismos patdogenos al hombre y fauna asociada.
Teniendo en cuenta la inducibilidad de los péptidos antimicrobianos y la
extraordinaria diversidad de estos organismos en muestras costas resulto interesante
investigar, en ellos, la presencia de esas moléculas antimicrobianas. Problema que se
ha resuelto segun objetivos propuestos: Se ha identificado un péptido con
actividad antifungica in vitro con perpectivas en la terapia anti- infecciosa. Resultados: De
un total de 15 especies muestreadas de la zona costera de La Habana, los
correspondientes extractos fueron evaluados para actividad antimicrobiana y el molusco
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Cenchritis muricatus (Gastropoda: Littorinidae) fue seleccionado por su amplio
espectro de actividad y por la relativa facilidad de su colecta en la costa. El péptido
sintético hidrofilico Cm-p5 (SRSELIVHQRLF) fue derivado bioinformaticamente a partir
del péptido Cm- pl cuya secuencia que fue obtenida a partir de un fragmento triptico de
una fraccidon cromatografica del extracto total del molusco. Cm-p5 presentd un
incremento significativo en su actividad fungistatica contra al patégeno humano Candida
albicans con una concentracion minima inhibitoria de 10 pg/mL y la mitad de la
concentracion maxima efectiva de 1.146 pg/mL mientras demostré muy baja toxicidad
frente a células de mamiferos. Cm-p5 fue caracterizado estructuralmente mediante
Dicroismo Circular y Resonancia Magnética Nuclear que revelaron una estructura en
alfa—hélice en condiciones membrano-miméticas y una tendencia a estructura
aleatoria en solucién acuosa. Estudios con modelaje molecular in silico asociaron a Cm-
p5 a la fosfatidilserina abundante en membrana plasmatica de hongos. Un estudio de
calorimetria de titulacion isotérmica utilizando fosfolipidos en monofases demostré que
Cm-p5 tuvo una alta afinidad por fosfatidilserina y fosfatidiletanolamina, solo moderada
interaccion con fosfatidilcolina, muy poca interaccién con ergosterol y ninguna con la
quitina. La adhesion de Cm-p5 conjugado a isotiocianato de fluoresceina a células vivas
de C. albicans fue confirmada mediantes microscopia de fluorescencia. En un exigente
modelo de candidiasis sistémica en raton inducida por via retro orbital, la administracion
intraperitoneal de Cm-p5 no fue capaz de disminuir la carga de C. albicans en rifion
debido probablemente a un deficiente acceso del péptido al érgano, su baja anfipaticidad,
su alta hidrofilicidad y susceptibilidad a protedlisis, para lo cual lo se consideraran
modificaciones protectoras para favorecer su transito sistémico. Se ha informado sobre
la actividad antimicrobiana de diferentes tipos de nanoparticulas. Especialmente
nanoparticulas magnéticas se han explorado para aplicaciones biomédicas debido a
sus propiedades fisico-quimicas. En este sentido nanoparticulas de ferrita
manganeso modificadas con acido citrico utilizadas han sido caracterizadas en este
estudio por microscopia electronica de alta resolucion confirmando la formacion de
nanocristales de aproximadamente 5 nm de diametro. Estas nanoparticulas fueron
capaces, intrinsecanmente, de inhibir in vitro el crecimiento de la levadura patégena
Candida albican con una concentracion minima inhibitoria (MIC) de 250 pg/mL pero no
inhibieron el crecimiento in vitro de la bacterias Gram-negativa Escherichia coli ni la
bacteria Gram-positiva Staphylococcus aureus. Finalmente el péptido antifingico Cm-p5
fue conjugado con las nanoparticulas de ferrita manganeso modificadas con acido citrico
mostrando una actividad anti Candida albicans superior a los componentes de la
conjugaciéon por separado. Este conjugado no exhibié toxicidad en una linea celular de
macréfago in vitro a las concentraciones en en que mostro su actividad antifungica. Cm-
p5 esta siendo utilizado por el Centro de Productos Naturales de la UH para generar
analogos mas activos. La propuesta esta apoyada por 6 articulos cientificos principales
(10 complementarios) en revistas de reconocido impacto internacional. Avales: Consejo
Cientifico e institucién, Facultad de Biologia, UH, Cuba; Universidad Catélica de Brasilia,
Brasil; Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia, Cuba; Instituto Politécnico
Nacional, CICATA_IPN, México, Centro de Productos Naturales, UH, Cuba; Universidad
Médica de Harvard, Boston, EEUU; Instituto de Bioquimica de las Plantas, Halle,
Alemania.
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COMUNICACION CORTA

Antecedentes: Los antibiéticos convencionales, desde su aparicion e introduccion, han
sido las drogas mas utilizadas en la terapia de las enfermedades infecto-contagiosas. A
pesar de su amplio uso en medicina y veterinarios, estos farmacos presentan
desventajas como la resistencia que desarrollan los microorganismos a su actividad,
incluidos los de ultima generacion. Este cuadro se agrava con el uso indiscriminado de
estos medicamentos por médicos y pacientes, la creciente poblacion de individuos
natural y artificialmente inmunocomprometidos, a la alta tasa de envejecimiento en la
poblacion, asi como el aumento de los viajes transcontinentales, entre otros factores.
La situacion actual es comprometida porque existen cepas microbianas resistentes a
los principales antibioticos que cubren a las infecciones mas importantes. Por otra parte
solamente se han introducido en la terapia anti-infecciosa tres nuevas clases de
antibioticos en los dltimos 40 afios. Por estas razones se hace imperiosa la basqueda y
el desarrollo de estrategias terapéuticas alternativas para las infecciones.

Esta tendencia ha sido encaminada hacia la busqueda de moléculas naturales
antimicrobianas a partir de invertebrados entre otras fuentes. Estos animales carecen
de inmunidad adquirida, por lo que su sistema de defensa innato se basa en los
mecanismos celulares de los hemocitos y en una gran variedad de moléculas
antimicrobianas estéreo especificas de relativamente pequefio peso molecular
llamadas péptidos antimicrobianos o, en un concepto mas amplio, péptidos de defensa
del hospedero. Dentro de este gran grupo de organismos, los moluscos son el segundo
grupo méas numeroso del reino animal y se encuentran practicamente en todo tipo de
ecosistemas. Su mayor diversidad la alcanzan en los ecosistemas marinos. Estos
organismos constituyen un reservorio natural de moléculas con potencialidades
terapéuticas. Diferentes moléculas proteicas como las dolabelinas con potentes efectos
antimicrobianos y antineoplasicos, se han obtenido del molusco gastropodo Dolabela
auricularia asi como la dolastatina 15 que ha sido probada en ensayos clinicos en
pacientes con cancer en diferentes formulaciones. A partir de estos organismos se han
aislado varios péptidos antimicrobianos, fundamentalmente a partir de bivalvos
marinos. Estas moléculas presentan un amplio espectro de accidén, pueden ser
antibacterianas, antiparasitarias, antifingicas y antivirales. Ademas, constituyen una
atractiva alternativa o complemento terapéutico porque presentan una elevada afinidad y
selectividad por los patdbgenos muchas veces independiente de la virulencia y en general
tienen potente actividad antimicrobiana in vitro contra cepas multi resistentes a los
antibidticos convencionales. Recientemente se ha detectado actividad anti cancerigena
en péptidos antimicrobianos aislados de organismos superiores . Estas moléculas
pueden actuar como moduladores de la respuesta innata, adyuvantes efectivos o
alarminas, reguladores de la respuesta adaptativa y promotores de la reparacion de
heridas. Los invertebrados marinos y sobre todo los de plataforma ademas de estar
sometidos a reto de los microorganismos propios de su ambiente, reciben,
frecuentemente, la influencia de los desechos humanos con la consiguiente carga de
microorganismos patogenos al hombre y fauna asociada. Teniendo en cuenta que los
péptidos antimicrobianos pueden ser moléculas inducibles y ademas la extraordinaria
diversidad de estos organismos en las costas resulto interesante investigar, en ellos, la
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presencia de esas moléculas antimicrobianas. Se especula e investiga hoy dia si los
péptidos antimicrobianos de invertebrados marinos pueden tener accién
inmunomoduladora efectiva en vertebrados superiores (1). No existen informes
anteriores de péptidos antimicrobianos aislados a partir del molusco costero Cenchritis
muricatus (Gastropoda: Littorinidae). Como antecedentes de este molusco Gonzélez y
cols (2), aislaron y caracterizaron inhibidores de la enzima elastasa de neutrdéfilos
humanos (CmPI-I-lll), 'y para uno de ellos, CmPI-l se realizd6 la
secuenciacion completa y la subsecuente modelacién 3D (3).

Resultados: De un total de 15 especies muestreadas de la zona costera de La
Habana, los correspondientes extractos fueron evaluados con respecto a su actividad
antimicrobiana y el molusco Cenchritis muricatus (Gastropoda: Littorinidae) fue
seleccionado por su amplio espectro de actividad contra bacterias y hongos y por la
relativa facilidad de su colecta en la costa (4). Se obtuvo la secuencia (SRSELIVHQR)
que generd el péptido sintético Cm-pl|. Esta secuencia fue obtenida a partir de un
analisis de espectrometria de masas realizada a un fragmento triptico de la fraccion
cromatogréfica en fase reversa eluida con metanol del extracto total del molusco (5). El
péptido sintético hidrofilico Cm-p5 (SRSELIVHQRLF) fue derivado bioinformaticamente a
partir de un antecedente directo en el péptido Cm-pl cuya secuencia que fue
obtenida a partir de un andlisis de espectrometria de masas realizada a un fragmento
triptico de una fraccion cromatografica del extracto total del molusco C. muricatus . Cm-
p5 presentd un incremento significativo en su actividad fungistatica contra al patdégeno
humano Candida albicans con una concentracion minima inhibitoria de 10 pg/mL y la
mitad de la concentracion maxima efectiva de 1.146 pg/mL mientras demostré muy
baja toxicidad frente a células de mamiferos. Cm-p5 fue caracterizado estructuralmente
mediante Diocroismo Circular y Resonancia Magnética Nuclear (Fig 1) que revelaron
una estructura en alfa —hélice en condiciones miméticas de membrana plasmatica y
una tendencia de estructura aleatoria en solucion acuosa (6). Estudios adicionales
empleando modelaje molecular in silico asociaron a Cm-p5 a la fosfatidilserina,
fosfolipido tipico de membrana plasmatica de hongos. Un estudio de calorimetria de
titulacion isotérmica utilizando constituyentes de membrana plasmatica en monofases
demostré6 que Cm-p5 tuvo una alta afinidad por fosfolipidos de membrana plasmética
de hongos (fosfatidilserina y fosfatidiletanolamina), solo moderada interaccion con un
fosfolipido abundante en membrana de mamiferos (fosfatidilcolina), muy poca interaccion
con el esterol de membrana de hongos (ergosterol) y ninguna con la quitina, componente
de la pared de estos microorganismos. La adhesién de Cm-p5 a células vivas de C.
albicans fue confirmada mediantes microscopia de fluorescencia con el péptido
conjugado a isotiocianato de fluoresceina. En un exigente modelo de
candidiasis sistémica en ratdn inducida por via retro orbital, la administracion
intraperitoneal de Cm-p5 no fue capaz de disminuir la carga de C. albicans en rifién
debido probablemente a un deficiente acceso del péptido al érgano, su baja anfipaticidad,
su alta hidrofilicidad y susceptibilidad a protedlisis, lo cual apunta a su proxima
evaluacibn en modelos de candidiasis local y su inoculacién in situ asi como,
alternativamente, considerar modificaciones protectoras para favorecer su transito
sistémico (7). Se ha informado sobre la actividad antimicrobiana de diferentes tipos de
nanoparticulas. Especialmente nanoparticulas magnéticas se han explorado para
aplicaciones biomédicas debido a sus propiedades fisico-quimicas. En este sentido
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nanoparticulas de ferrita manganeso modificadas con &cido citrico han sido
caracterizadas en este estudio por microscopia electronica de alta resolucion
confirmando la formacion de nanocristales de aproximadamente 5 nm de didmetro. Estas
nanoparticulas fueron capaces, intrinsecanmente, de inhibir in vitro el crecimiento de la
levadura patogena Candida albican con una concentracion minima inhibitoria (MIC)
de 250 pg/mL pero no inhibieron el crecimiento in vitro de la bacterias Gram- negativa
Escherichia coli ni la bacteria Gram-positiva Staphylococcus aureus. Finalmente el
péptido antifungico Cm-p5 fue conjugado con las nanoparticulas de ferrita
manganeso modificadas con acido citrico mostrando una actividad anti Candida albicans
superior a los componentes de la conjugaciéon por separado.(Fig 2). Este conjugado no
exhibio toxicidad en una linea celular de macréfago in vitro a las concentraciones en en
que mostrd su actividad antifungica (8). Cm-p5 ha sido seleccionado como compuesto
modelo para la generacion de analogos y derivados con el objetivo de mejorar y ampliar
su actividad biolégica (9). Conclusién: El péptido sintético Cm-p5 constituye una
molécula prometedora en como posible farmaco en la terapia anti fungica como
complemento o sustituto de los antifingicos actuales escasos y toxicos.
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Figura 1: A: Proyeccion Schiffer-Edmundson del péptido Cm-p5. Residuos hidrofilicos en blanco,
hidrofébicos en negro. B: Distancias NOE involucradas en el esqueleto atémico indicando la estructura en
helice- a del péptido en TFE 40% (d2) / 60% D20. C: Diez estructuras de RMN superimpuestas para
mostrar las hélice-a en formato de cintas.
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Figura 2: El conjugado Cm-p5 nanoparticulas magnéticas inhibe el crecimiento de C. albicans in vitro con
respecto al péptido sin conjugar.



