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1. RESUMEN

Con el aumento de la seleccién de la resistencia antibiética, surge una continua
necesidad de desarrollar nuevos agentes para tratar enfermedades infecciosas de
dificil manejo clinico. En este contexto, se han desarrollado mas de 1, 000
antibacterianos. Muchos de ellos han demostrado ser toxicos en fases preclinica, y
los poco mas de 100 que se encuentran actualmente en el mercado son ineficaces
ante al menos una, de las muchas bacterias antibidtico resistentes. Ante esto, la
quimica medicinal, dentro de las multiples estrategias a las que recurre, ha permitido
el desarrollo de nuevos compuestos organometalicos mejor conocidos como
metaloantibidticos, en donde los complejos organobismutados reciben particular
interés, por sus propiedades bacteriostaticas y astringentes. Asi mismo, se han
reportado varios complejos organometalicos que utilizan como ligandos L-o-
aminoacidos, L-a-dipéptidos e inclusive péptidos, con importantes propiedades
antimicrobianas y/o anticancerigenas, por lo que representan un campo activo de
investigacion. En el presente trabajo se sintetizd6 una serie de diez dipéptidos (L-a-
dipéptidos) en solucién y sus correspondientes complejos con sales de bismuto en
proporcion 1:1, con la finalidad de valorar su actividad antibacteriana frente a cepas
de interés clinico por el método estandarizado de difusién en disco (NCCLS). La
caracterizacion de los complejos dipéptidos-Bi*®, se realizd en soluciéon por
resonancia magnética nuclear de carbono e hidrégeno (RMN-"*C e 'H) en una y dos
dimensiones, y por espectroscopia de IR. Dichos resultados sugieren que en el
complejo Ala-FeneBi™ el bismuto interacciona con el carboxilato y nitrégeno amida
formando un anillo de cinco miembros, y en los complejos con glicina y alanina en el
C-terminal es probable que el bismuto ademas de interactuar con el carboxilato y
nitrbgeno amida, también interactue con el amino N-terminal, formando un biciclo
[3.3.0] pentano. La actividad de los complejos fue significativamente mayor en
Escherichia coli que en Staphylococcus aureus (P<0.5, t-student). Los de mayor
actividad en Escherichia coli fueron Tyr-GlyeBi**, Phe-AlaeBi*® y Phe-GlyeBi*® con

halos inhibitorios de 16.4, 14.2 y 13.8 mm, respectivamente y en Staphylococcus
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aureus sélo Tyr-GlyeBi*® con 9.7 mm. Con estos resultados se concluye que los
complejos dipéptido-Bi*® poseen actividad antimicrobiana, la cual depende en gran

parte de la solubilidad de los complejos pero también de cierta lipofilicidad lograda
por la presencia de aminoacidos aromaticos en los dipéptidos.
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2. SUMMARY

With increasing antibiotic resistance, there is a continuing need to create new agents
to treat infectious diseases of difficult clinical management. In this context, it has
developed over 1, 000 antibacterials. Many of them have proven to be toxic in
preclinical stages, and just over 100 who are currently on the market are ineffective in
at least one of the many antibiotic resistant bacteria. Given this, the medicinal
chemistry within the multiple strategies that used, has enabled the development of
new organometallic compounds, better known as metaloantibioticos. In this group, the
organobismuth complex receives particular attention, for its bacteriostatic and
astringent properties. It has also reported organometallic complexes that use as
ligands L-a-amino acids, L-a-dipeptides and even peptides with significant
antibacterial, antifungal and/or anticancer properties, so therefore represent an active
field of research. In this work we synthesized a series of ten dipeptides (L-a-
dipeptides) in solution and their corresponding complexes with bismuth salts in a 1:1
ratio, in order to assess their antibacterial activity against strains of clinical interest by
the standardized method of disc diffusion (NCCLS). The characterization of complex
dipeptides-Bi*® was performed in solution by nuclear magnetic resonance of carbon
and hydrogen (*C and 'H-NMR) in one and two dimensions, and IR spectroscopy.
These results suggest that the bismuth in the complex Ala-Phe+Bi*® interacts with the
carboxylate and amide nitrogen forming a ring of five members. In the complex with
glycine and alanine in the C-terminal is likely that the bismuth interact with
carboxylate, amide nitrogen and the amino N-terminal, forming a bicyclo [3.3.0]
pentane. The complex activity was significantly higher in Escherichia coli than in
Staphylococcus aureus (P<0.5, t-student). The most active in Escherichia coli were
Tyr-GlyeBi*®, Phe-AlaeBi*® and Phe-GlyeBi*> with inhibitory zones of 16.4, 14.2 and
13.8 mm respectively and in Staphylococcus aureus Tyr-GlyeBi*® with only 9.7 mm.
With these results we conclude that the complex dipeptide-Bi*® exhibit antimicrobial
activity, which depends largely on the solubility of the complex but also a certain

lipophilicity achieved by the presence of aromatic amino acids in dipeptides.
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3. INTRODUCCION

Los antibidticos son uno de los pilares basicos de la terapéutica. Se definen como
sustancias quimicas que a bajas concentraciones son capaces de matar o detener el
desarrollo de microorganismos patdégenos susceptibles. En los 1940s, el término se
usaba para referirse a una sustancia quimica producida por microorganismos con la
capacidad de inhibir el crecimiento, e incluso destruir a otro microorganismo en
soluciones diluidas. Actualmente, el término también engloba a aquellos farmacos
antimicrobianos de uso clinico de origen sintético y semisintético. Desde su
introduccién, han sido considerados un arma terapéutica muy valiosa en el combate de
enfermedades infecciosas, gracias a ellos se han salvado millones de vidas. Sin
embargo, en los ultimos afios su uso excesivo ha generado mecanismos de resistencia
entre microorganismos patogenos que limitan su accion eficiente, lo cual se aumenta el
riesgo de terapias inadecuadas y se prolongan las infecciones, facilitando a su vez, la
transmision de bacterias resistentes a otros hospederos (Timana, 2002). Esta secuencia
de hechos hace que las infecciones reemerjan como una causa importante de

morbilidad en el mundo con grandes pérdidas humanas y econémicas (Crespo, 2005).

En este sentido, es mas frecuente la presencia de escenarios infecciosos de dificil
manejo clinico como, por citar un ejemplo, el incremento en la incidencia de pacientes
hospitalizados con Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM), que en
algunos paises es superior a 60%. También, esta en aumento el numero de infecciones
hospitalarias asociadas a Enterococcus resistentes a vancomicina (ERV), Neumococo
resistente a penicilina (PRSP), Staphylococcus coagulasa negativo resistente a
meticilina (SCNRM) y Staphylococcus heterorresistentes a vancomicina (Tenover, 2004;
Cornejo et al., 2005), fendbmeno bioldgico reportado en nuestro pais (Reyna et al.,
2007). Otros retos como la produccidon de carbapenemasas, especialmente en
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii y en bacterias de la familia
Enterobacteriaceae (Livermore y Woodford, 2000), asi como, la producciéon de

betalactamasas de espectro extendido en gran numero de microorganismos, hacen que
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la resistencia antibidtica se convierta en una preocupacion mundial y de particular

interés para la medicina en paises como México (Ortiz, 2009).

La respuesta tradicional ante el problema clinico de la resistencia antibiotica, ha sido la
introduccién de nuevos farmacos (Coates et al., 2002). Asi, entre los métodos actuales
para el desarrollo de antibidticos, estan: 1) La busqueda de compuestos naturales
presentes en el espectro filogenético que no han sido explorados (Pelaez, 2006); 2) La
ruta quimica semisintética para producir analogos a partir de estructuras basicas de los
antibiéticos naturales o conocidos (Zhanel et al., 2004; Zuckerman, 2004); 3) La ruta
quimica sintética de nuevos compuestos que ha dado lugar a una gran cantidad de
compuestos antimicrobianos (Fernandez, 2006); y 4) la ruta gendémica usada para

seleccionar nuevos blancos antimicrobianos (Arcus et al., 2006).

Cabe mencionar que la introduccion de nuevos antibidticos en los ultimos afos no ha
sido del todo exitosa, s6lo dos nuevas clases de antibioticos, las oxazolidinonas
(linezolid) (Garcia de Lomas et al., 2002) y los lipopéptidos ciclicos (daptomicina) (Kern,
2006), han entrado en el mercado en los pasados 20 afios. Durante este tiempo, se han
logrado analogos, pero cada vez, resulta mas dificil obtener nuevos compuestos
activos. Ante esta situacion, la quimica medicinal ha propuesto una nueva clase de
antibioticos basada en metales conocidos como metaloantibiéticos, en donde el bismuto
figura como un metal de interés por sus diversas caracteristicas bacteriostaticas,
antiacidas y astringentes, ademas de ser considerado un metal ecolégicamente
amigable de baja toxicidad. Como parte de los objetivos de nuestro equipo de trabajo
enfocados a la busqueda de nuevos antibiéticos, en el presente trabajo se describe la
sintesis del diez complejos dipéptido-Bi*3, obtenidos a partir de Bi(NOs3)3 y L-a-dipéptidos
en proporcién 1:1, caracterizados en solucidon por técnicas espectroscopicas de IR y
RMN en una y dos dimensiones como primera etapa de desarrollo de estos posibles

antimicrobianos.
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4. ANTECEDENTES

4.1 Metaloantibioticos

Los metaloantibioticos se definen como aquellos complejos metalicos con actividad
antimicrobiana que derivan de antibidticos naturales o ligandos sintéticos. Esta nueva
clase de antimicrobianos, surge como nueva alternativa para combatir el problema de la
resistencia antibiotica. Su desarrollo se estimuld al observar que muchos compuestos
bioldgicamente activos tras la quelacion adquirian nuevas propiedades bacteriostaticas,
bactericidas y en algunos casos anticancerigenas. En la actualidad, esta comprobado
que numerosos antibidticos precisan de iones metalicos para ejercer su actividad. Por
ejemplo, los antibidticos: bacitracina (Storm y Strominger, 1984), bleomicina (Claussen
y Long, 1999; Petering et al., 1990) y estreptonigrina (Hajdu y Armstrong, 1981)
mantienen su estructura y actividad por la presencia de iones metalicos en su

estructura.

Los iones metalicos juegan un papel importante en la accion de los metaloantibidticos y
estan involucrados en interacciones especificas de los ligandos con su blanco de
accién, ya sean proteinas, membranas, acidos nucleicos u otra biomolécula. No todos
los metales han demostrado poseer actividad. Diversos estudios han descartado al
Mg*? para la obtencién de metaloantibiéticos activos (Turel et al., 2000; Hoffken et al.,
1995). En cambio, metales como el Fe*?*3, Co™, Ni*?, Cu™ zZn*%, Cd™ y AI*}, han
demostrado formar complejos mas activos que sus ligandos de oxitetraciclinas,
quinolonas, cloranfenicol y ampicilinas (Ogunniran et al., 2007, Macias et al., 2001;
Yukinori et al. 1996; Gao et al., 1995). El bismuto es otro metal atractivo para el
desarrollo de nuevos metaloantibidticos, debido a sus propiedades antimicrobianas

antiacidas y antisépticas (Tiwari et al., 2010).

4.2 Generalidades del bismuto
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La palabra bismuto se deriva de la palabra alemana Weissmuth que significa sustancia
blanca. El bismuto es el elemento numero 83, localizado en el grupo 15 de la tabla
periddica, posee una masa de 208.9 uma. Es el elemento mas pesado de mayor
estabilidad y menor toxicidad (Pinto et al., 2006). A pesar de su estabilidad, es un
elemento relativamente escaso (elemento 64° en abundancia en la corteza terrestre)
que se obtiene principalmente como subproducto del refinado de los minerales de cobre
y plomo. El gran radio atomico de 143 pm y elevada carga i6nica le permite formar
complejos estables con azufre, nitrdgeno y oxigeno. En los sistemas biolégicos se
encuentra en estado trivalente (Bi*®). Bajo este estado, el bismuto induce una fuerte
estereoquimica de “pares desapareados” que le brindan mayor estabilidad al formar
complejos (Sun y Sadler, 1997). Algunas de sus principales caracteristicas quimicas se

resumen en la siguiente tabla.

Tabla 1. Principales caracteristicas quimicas del bismuto

Numero atdémico 83 Spin nuclear 9/2
Abundancia natural ~ 2Bi (100%) Punto de ebullicién 1564°C
Presencia en la 0.17 — 0.2 ppm | Estado de la materia  Sdlido cristalino

corteza terrestre

Radio iénico. Bi* 1,20 A Estados de 0,+1,+42,+3,+4,+5
Bi*® 0,74 A oxidacion
Radio atomico 143 pm Punto de fusion 271,4°C

4.2.1 El bismuto en la medicina

El bismuto ha estado ligado a la medicina por mas de 200 afos (Marshall, 1991; Bierer,
1990) para tratar alteraciones gastrointestinales como: dispepsia, ulcera péptica, colitis,

diarreas, infecciones parasitarias y bacterianas. Entre otras aplicaciones, se incluyen el
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uso tépico en heridas de la piel, y recientemente, se ha propuesto el uso de peliculas de

bismuto en catéteres para disminuir la colonizacion bacteriana (Schindler et al., 2010).

A pesar de su uso popular, el bismuto por si mismo exhibe modesta actividad
antimicrobiana, que mejora al aumentar la estabilidad y solubilidad (Manhart, 1990). En
forma de complejo, el bismuto es mas estable y mejor tolerado que en forma de sal
(Shaikh et al. 2006a). La solubilidad a su vez, depende de factores como el pH,
temperatura y proporciéon ligando/bismuto. A diferentes pH, los complejos llegan a
adquirir diferentes conformaciones. Tales son los casos de los complejos de citrato de
bismuto que a pH acido forman hojas anidnicas estabilizadas por puentes de hidrégeno
(Figura 1, a) y a pH neutro dan lugar a agregados multinucleares estabilizados por
fuerzas de Van der Wals (Figura 1, b).

a) Bi Bi -

b)

Figura 1. Estructura del complejo citrato/bismuto a pH acido y neutro. Se muestra los atomos
de bismuto en gris y el citrato en barras y esferas rojas y negras.
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El aprovechamiento de las propiedades medicinales del bismuto decayd en el afio
1940, pero en Australia y Francia continu6 hasta el afio 1970 cuando su uso excesivo
(mas de 10 gramos por dia) por periodos largos caus6 neurotoxicidad e incluso
mortalidad (Lowe, 1974). No obstante, el aislamiento de H. pylori renovo el interés por
los compuestos de bismuto (Klapotke, 1988), al observar que estos disminuian las

infecciones causadas por esta bacteria.

Se han realizado diferentes estudios de biodisponibilidad que aseguran el uso de
complejos de bismuto para erradicar a Helicobacter pylori y otras infecciones (Hong y
Fu-Lian, 2009; Ford et al., 2008). Asi, se ha observado que en un tratamiento normal de
1 a 2 semanas, ya sea s6lo o en combinacion con otros antibidticos, los niveles
plasmaticos de bismuto se mantienen por debajo de 50 pg/ml y bajo este nivel, es poco
probable que se desencadene una respuesta téxica alarmante (Noach et al., 1995).
Actualmente existe una gran variedad de compuestos de bismuto en el mercado. En la

tabla 2 se enlistan algunos ejemplos.

Tabla 2. Compuestos de bismuto en uso clinico

Compuesto Nombre comercial Indicacion
Subnitrato de bismuto y OxBipp Infecciones de piel
yodoformo
Subnitrato de bismuto Roter Diarrea: Desordenes
gastricos
Subsalicilato de bismuto Pepto-Bismol Diarrea: Dispepsia
Subcitrato de bismuto De-Nol, Lizhudele Gastritis y ulcera duodenal
coloidal
Citrato de bismuto y Pylorid, Tritee Ulcera gastrica y
ranitidina duodenal
Tribromofenato de bismuto Xeroform Antimicrobiano
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4.2.2 Nuevos compuestos de bismuto

La investigacion de nuevos compuestos de bismuto es muy amplia, se basa
principalmente en mejorar la solubilidad de los compuestos y ampliar su rango de
accion para ser utilizados frente a bacterias Gram positivas y negativas. De esta forma,
nuevos compuestos de bismuto se han reportado con interesante actividad
antimicrobiana (Kotani et al. 2005). Por ejemplo, los compuestos organobismuto amida
recién sintetizados por Tiwari y colaboradores (Tiwari et al., 2010), y los compuestos
heterociclicos de bismuto con nitrégeno y azufre (Toshiaki et al., 2005), ambos con gran
actividad antimicrobiana de amplio espectro, estan siendo considerados como

candidatos para aplicaciones clinicas.

Por otro lado, los compuestos tioles de bismuto (Domenico et al., 1997c) son también
un grupo prometedor de nuevos agentes antibacterianos con elevada actividad contra
Gram negativos y Gram positivos. En estos compuestos, la presencia del tioles
aumenta la actividad del bismuto de 25 hasta 300 veces con marcada actividad frente
S. aureus (CMI 5 a 7 uM) y H. pylori (CMI 2.2 yM) y se ha propuesto que dichos tioles
actuan como acarreadores lipofilicos del bismuto, necesarios para potenciar su
actividad (Domenico et al., 2001d).

Recientemente se han reportado complejos de bismuto con ligandos naturales no
téxicos con especial interés en medicina. Los complejos de maltol-Bi*® reportados por
Sukhov y colaboradores, son un ejemplo (Sukhov et al., 2008). De igual forma, se han
obtenido nuevos complejos de Bi** asociados a farmacos para aumentar sus efectos
bactericidas. Shaikh y su grupo de trabajo, reportaron la sintesis de siete complejos de
quoroquinoIona-Bi+3. Todos con inferiores CMIs que sus respectivas fluoroquinolonas
libres. Ademas, dichos complejos fueron activos contra cepas resistentes a
fluoroquinolona (Shaikh et al., 2009b). Un ano después, Andrews y colaboradores
obtuvieron diez complejos de bismuto asociados a farmacos analgésicos no esteroideos
(AINEs), los cuales ademas de conservar las propiedades analgésicas presentaron

actividad antimicrobiana en cepas de H. pylori (26.25 pg/ml) (Andrews et al., 2010).

10
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4.2.3 Mecanismo de accion de los compuestos de bismuto

El mecanismo de accion del bismuto no es del todo claro. No obstante, un gran numero
de estudios han sugerido que la actividad se debe al bloqueo en la captacion del ion
hierro (Fe*®), por inhibicion competitiva del bismuto a siderdforos exdgenos y
transportadores asociados a la membrana. Una vez en la membrana o citoplasma, se
une a centros Fe™ (tioles) de enzimas redox ocasionando disminucién de los niveles de
energia (ATP) y muerte bacteriana (Sox y Olsen, 1989). En este sentido, la actividad del
bismuto se ve aumentada cuando las concentraciones de Fe™ son bajas y la

produccion de sideroforos y transportadores aumenta.

Estudios en Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas y otras bacterias Gram negativas
encapsuladas han llevado a la conclusion de que el bismuto suprime la expresion de la
capsula bacteriana, exponiendo a las bacterias susceptibles a la respuesta inmune del
hospedero (Wu et al., 2002; Domenico et al., 1991a, 1999b).

Probablemente en H. pylori se haya hecho mas investigacion para comprender el
mecanismo por el cual el bismuto ejerce su actividad. Estudios resientes indicaron que
su accion en esta bacteria, imita pero no es causada por la privacion de Fe+3(BIand et
al., 2004). En el 2008, Shujian Cun y colaboradores, demostraron que el bismuto
interactua con una chaperonina de membrana llamada HspA de la familia GroES
(Shujian et al., 2008). Esta chaperonina es esencial para la activacion de la ureasa, la
cual representa hasta el 10% total de las proteinas celulares, y es indispensable para la
virulencia y colonizacion de H. pylori en el epitelio gastrico (Bauerfeind et al., 1997). La
ureasa cataliza la hidrélisis de urea en amoniaco y carbamatos, para neutralizar su
entorno y crecer bajo condiciones acidas (Scott et al.., 1998). Entre otras funciones, la
chaperonina HspA se une reversiblemente (Kd=1.1uM) a niquel extracelular (Ni+2), para
proteger a la bacteria cuando existen altas concentraciones de este metal en el medio.
Sin embargo, el bismuto se une a la HspA de forma irreversible (Kd=5.9x10"° uM) y
altera la estructura cuaternaria de la proteina de heptamero a dimero (Figura 2), con lo
cual, la chaperonina pierde su funcién y en consecuencia no se activa la via de la

ureasa (Shujian et al., 2008).

11
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3 HspAlibre HspA ligada a Bi "
HspA ligada a Ni (forma heptamérica) (forma dimérica)

/
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Figura 2. Accién del bismuto sobre la chaperonina HspA (presencia de bismuto y niquel).
Las constantes de disociacion (Kd) muestran que la unién del Ni*? es reversible, mientras que la
union del bismuto afecta la estructura heptamérica a dimérica de manera irreversible.

4.3 Generalidades de los péptidos antimicrobianos

Los péptidos antimicrobianos (PAs) representan una nueva alternativa para combatir el
problema de la resistencia antibidtica. Su gran relevancia biolégica y clinica se debe a
dos de sus caracteristicas generales: amplio rango de patégenos susceptibles y baja
induccion de resistencias (Rivas y Andreu, 2003). Los PAs forman parte esencial de la
respuesta inmune en todos los organismos. Actuan como primera linea de defensa
contra una gran cantidad de microorganismos patégenos en plantas, insectos, anfibios,
reptiles, mamiferos y aves. A pesar de sus origenes diversos, la mayoria de los
péptidos comparten ciertas caracteristicas esenciales para su actividad, incluyendo
peso molecular (PM) pequefio de <10 kDa, anfipaticidad, hidrofobicidad, angulo polar y
cationicidad (+2 a +9), aunque también se han descrito algunos péptidos anidnicos ricos
en acido aspartico (Asp) y glutamico (Glu). En total se han logrado identificar alrededor

de 900 péptidos antimicrobianos en todo el espectro filogenético (Yount et al., 2006).

Los primeros indicios de la existencia de PAs datan de mas de 50 ainos, al observar que
en plantas existian péptidos con actividad antimicrobiana, a las que llamaron tioninas.
Afos mas tarde se demostrd su actividad in vitro ante hongos y bacterias patégenas

(Fernandez de Caleya et al., 1972). En ese tiempo se creyd que los PAs eran exclusivos

12
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de un grupo muy limitado de especies pero hoy en dia se han aislado de gran cantidad
de organismos como peces, escorpiones, moluscos, crustaceos, semillas, plantas y de

bacterias (bacteriocinas).

4.3.1 Clasificacion de los PAs

No existe una forma absoluta para clasificar a los PAs aunque suelen ser agrupados de
acuerdo a su tamafo (cantidad de aminoacidos o PM), fuente natural proveniente
(Tabla 3), organizacién de sus fragmentos, estructuras terciarias que adoptan (Figura 3)
y al numero de puentes disulfuro intramoleculares. Sin embargo, la conformacién de los
PAs puede cambiar de acuerdo al medio en el que se encuentren. En soluciones
acuosas, la mayoria presentan estructuras no organizadas, pero al contacto con
ambientes que mimetizan la membrana, adoptan estructuras estables para su actividad

antimicrobiana.

Figura 3. Clasificacion de los PAs de acuerdo a su estructura. Estructura mezclada: -
defensina 2 humana (a); En cufia: Tanatina(b); De dos a cuatro B-plegadas: Polifemucina (c),
defensina-1 de rifién de conejo (d); a-hélice: Magainina-2 (e); Extendida: Indolicidina (f). Los
puentes disulfuro se indican en amarillo. Esta ilustracion ha sido tomada de Clinical Microbiology
Reviews, 2006, 19:3, 491-511(492).

13
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Tabla 3. PAs clasificados segun su fuente de origen
Mamiferos Insectos Anfibios Bacterias
Catelicidina  Histatina Apidaecina  Drosocinas Bombinina Escuntina Nisina
Criptidina Kaliocina Altacinas Drosomicina | Brevinina  Gaegurina | Microcinas
Defensinas Lactoferrina | Cecropinas  Pirrocoricina | Buforinall Magainina | Galidermina
Granulisina  Protegrinas | Defensinas  Sarcotoxina | Caerueina Temporina | Subtilina

Hasta ahora, la forma mas aceptada los clasifica en cinco grupos de acuerdo a su

naturaleza cationica, aniénica, abundantes en algun aminoacido, fragmentos proteicos y

con puentes disulfuro (Figura 4).

Anionicos

Eecroplnas Y moricinas

Magaininasy

Hemolinfade artrépodos]
Piel de anfibios

Dermaseptinas
Melitina

Venenode abeja

Histatina(His)

Parotida de primates

Tachyplesinas

Indolicidina(Trp) Leucocitos de mamifero:
Ricosen Pro/Arg Hemolinfade artrépodoq
Defensinas (a,p,0) Leucocitos de mamiferos
Brevininas Piel de anfibios

IHemoIinfa de artropodos

|I.actdferricina (Lfcin) H

Leche de hominidae
Leche de bovidae

Hang Histona H2A de
Buforinall S
estomago de anfibios
Glandulaecrinade
Dermicidina mamiferos
Ricos en Glu/Asp Epitelio pulmonar de
mamiferos

Figura 4. Clasificacion general de los PAs segln su composicién, carga y estructura. Algunos

ejemplos representativos con sus respectivas fuentes de origen.

14
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4.3.2 Mecanismo de accion de los PAs

El principal mecanismo de accion de PAs cationicos es la perturbacion selectiva de las
membranas microbiana que provoca salida de componentes intracelulares hasta
producir la muerte bacteriana. Esta selectividad estd dada por atracciones
electrostaticas entre los PAs cationicos y componentes electronegativos en las
superficies microbianas, como lipopolisacaridos y lipidos aniénicos en Gram negativos;
acidos teicoico y teicurénico en Gram positivos; y fosfomananas en las superficies de
hongos y levaduras. Entre los fosfolipidos electronegativos en las superficies
bacterianas esta el fosfatidilglicerol, fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina y cardiolipina.
La capsula y el glicocalix también poseen polisacaridos electronegativos tales como
poliribitol fosfato y dextran sulfato que ayudan a la selectividad de los PAs hacia

procariontes (Yeaman y Yount, 2003).

Se han propuesto cinco modelos para explicar como los PAs, luego de ser atraidos
electrostaticamente, permeabilizan y danan las membranas bacterianas. En cualquiera
de los modelos, los péptidos primero interactuan con las cabezas cargadas de los

fosfolipidos y después se translocan entre las monocapas de la membrana celular.

El Modelo de Carpetas sugiere que a medida que se satura la superficie, los PAs se
acumulan en la superficie de la bicapa lipidica cubriendo la superficie de la membrana
celular como una carpeta. En altas concentraciones interrumpen la continuidad de la
membrana insertandose mediante sus regiones hidrofébicas. Las regiones polares de
los péptidos quedan expuestas al exterior, de modo que desintegran las membranas

formando micelas de manera similar a los detergentes (Shai y Oren, 2001).

En el Modelo de defectos frontera en la fase lipidica, algunos péptidos B-plegados
(principalmente ricos en Arg/Pro) se agregan en las superficies membranales formando
dominios rigidos y gruesos, que al reordenarse, permiten la insercion de residuos de
aminoacidos aromaticos, generando defectos en diferentes zonas de la membrana
celular originando dafio, permeabilidad celular y muerte celular (Castano et al., 2008)
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En el Modelo de poro toroidal, los PAs se orientan perpendicularmente a la
membrana, se insertan e intercalan entre los fosfolipidos generando complejos

supramoleculares en forma de canales transmembrana (Jenssen et al., 2006).

En el 2006 se propuso el Modelo de poro toroidal desordenado (Leontadiou et al.
2006), en el cual los canales toroidales son formados por un sélo péptido que al
insertarse en la membrana se estabilizan de manera difusa entre las monocapas
lipidicas (Figura 5). A diferencia del modelo anterior, en éste, los péptidos que no

forman el poro permanecen paralelos a la membrana cerca del borde.

Figura 5. Mecanismo de accién de PAs. Modelo de poro toroidal desordenado (vista lateral).
Los fosfolipidos en morado (grupos fosfato) y café (acidos grasos). Las moléculas de agua
préximas al poro se muestran en anaranjado y en azul las del espacio extracelular. En rojo el
péptido que forma el poro toroidal, con fracciones no polares (blanco), basicas (azul) y polares
(verde). Tomada de Biophysical Journal, 2008, 95:1, 5748-5756 (5751).

En el Modelo palo de barril, los PAs forman canales en forma de barril perpendiculares
al plano de la membrana, con las regiones hidrofébicas de los péptidos orientadas hacia

el nucleo lipidico y las regiones hidrofilicas hacia la luz del canal. Se forma asi, un poro
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transmembrana muy similar a un barril sin fondo cuyas paredes son los PAs (Shai,
1999)

Algunos PAs no actuan directamente sobre las membranas celulares bacterianas. Una
vez atraidos por fuerzas electrostaticas, se translocan al citoplasma y bloquean
funciones vitales para la célula, como: replicacion del ADN, transcripcién, traduccion,
plegamiento de proteinas asistido por chaperonas, sintesis de la pared celular y
muchos procesos enzimaticos del ciclo celular. Poco se sabe del mecanismo
bactericida de PAs anionicos, pero se cree que esta relacionado con funciones del Zinc
(Fales et al., 2002).

4.3.3 Resistencia bacteriana a los PAs

La induccion de resistencias de los PAs son raras, aun asi, los microorganismos han
desarrollado varias medidas preventivas extracelulares e intracelulares para evadir sus
efectos (Yount et al., 2006).

4.3.3.1 Mecanismos de resistencia extracelular

1) Protedlisis. La elaboracién y liberacion de enzimas proteoliticas proporciona
resistencia ante un gran numero de PAs. Por ejemplo, la endopeptidasa de membrana
PgtE en enterobacterias, confiere resistencia ante algunos PAs principalmente aquellos
de estructura hélice-a (Guina et al., 2000). En E. coli, la proteasa de serina DegP,
confiere una reducida susceptibilidad a la lactoferricina B y a otros PAs (Ulvatne et al.,
2002). Otros patdégenos secretan proteasas que inactivan principalmente catelicidinas y
defensinas (Schmidtchen et al., 2002).

2) Sintesis de capsula. La presencia de capsula bacteriana es un medio eficaz que
han desarrollado muchas bacterias para evadir la accion de los PAs. La capsula limita

la insercion de los PAs a la membrana celular e impide su acceso a blancos
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intracelulares. Por ejemplo, el acido alginico (exopolisacarido anionico) en la capsula de
patdgenos de vias respiratorias, interfiere con la eficacia de algunos PAs (Friedrich et
al., 1999).

3) Pared celular. La ausencia o modificacion de ciertos componentes en la pared
celular esta relacionada con la resistencia que adquieren algunas bacterias ante los
PAs. Por ejemplo, la modificacion de ciertos lipidos en las membranas de Gram
negativos, aumenta la carga cationica, por lo que, se reduce la afinidad de los PAs

hacia ellas (Gunn et al., 1998).

4) Membrana plasmética. Son relativamente pocos los mecanismos de resistencia
relacionados con alteraciones en la carga de la membrana plasmatica. Sin embargo se
han reportado, patégenos que disminuyen los niveles de fosfolipidos anidnicos y
aumentan componentes catidnicos (ornitina-amida) para resistir a los PAs. En S. aureus

ésta resistencia se vincula a una modificacion de fosfatidilglicerol a lisil-fosfatidilglicerol.

4.3.3.2 Mecanismos de resistencia intracelular

Este tipo de resistencia es adquirida por alguna mutacién en los blancos de accion
intracelular o por la presencia de sistemas de eflujo dependientes de energia
(Bengoechea y Skurnik 2000; Andrade et al., 2000; Shafer et al., 1998). Por ejemplo, la
mutacion en la ADN girasa de E. coli (reemplazo de Trp — Arg) confiere una resistencia

considerable a la microcina B17 (Castillo y Moreno, 2001).

4.4 Metaloantibiéticos de dipéptidos

El numero de reportes de complejos L-a-dipéptido-metal con actividad antimicrobiana
son pocos en comparacion a los complejos de L-a-aminoacidos (Braicu et al., 2006;
Chohan et al., 2006, Igbal, 1990) y L-a-péptidos (Papakyriakou et al, 2003; Epperson y

Ming, 2000). Sélo un complejo de dipéptido-metal, el zinc-L-carnosina (B-Ala-L-His*Zn*?
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de nombre genérico Polaprezinc, se encuentran en uso comercial (Matsukura y Tanaka,
2000). Una razon, puede ser la falta de procedimientos econdmicos y/o eficaces para la

obtencion de dipéptidos.

Sin embargo, la gran demanda de nuevos agentes antibacterianos ha permitido que la
investigacion de metaloantibioticos dipéptidicos continue. De esta forma, se han logrado
sintetizar metaloantibidticos de dipéptidos como los complejos de L-a-dipéptido-Sn**
reportados por Nath y colaboradores, con ligandos de Ala-Fen, Fen-Leu, Gli-Leu, Fen-
Fen y Gli-lle. Todos solubles en DMSO y activos frente bacterias y hongos con CMI de
6.5 hasta 50 pg/ml (Nath et al., 1999).

Por otro lado, varios estudios de complejos metalicos de aminoacidos, dipéptidos y
péptidos se han reportado con la finalidad de explicar la bioactividad de algunos

metales en los sistemas bioldgicos.

En 1992 se analizé la formacién de algunos complejos de DL-a-aminoacido-Bi*® en
solucién (L-CiseBi**, DL-homocisteinaeBi*® y D-MeteBi*®) y de glutanion-Bi** utilizando
BiCls, subsalicilato de bismuto o Bi(NO3)s, a fin de explicar la participacién de pequenas
biomoléculas en el destino final de este metal en agentes farmacéuticos. En la siguente
figura, se muestran las estructuras propuestas para estos complejos, para L-
cisteinaeBi*® los autores proponen dos estructura y para DL-homocisteinaeBi*® tres
(Burford et al., 2003), en donde el bismuto interactia con el carboxilato, el nitrégeno

amida y el grupo tiolato (Figura 6).

Recientemente, en el 2008 se reporté la sintesis del primer complejo dipéptido-Bi™ de
Gli-L-a-GIn caracterizado por IR y analisis térmicos (Luan et al., 2008). No obstante, a
pesar del papel del bismuto en la medicina (ver seccion 4.2.1), hasta la fecha no hay

reportes que valoren su actividad antimicrobiana.
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Figura 6. Estructuras propuestas para el complejo complejo L-cisteinaeBi*® (a) y DL-
homocisteinaeBi*? (b) (Burford et al., 2002).

En base a lo mencionado, resulta evidente el auge que siguen teniendo los complejos
de bismuto, y la necesidad de buscar nuevas alternativas para combatir el problema de
la resistencia antibiotica. Es por ello, que en el presente trabajo se se sintetizé una serie
de dipéptidos y sus contrapartes acomplejadas con bismuto, para valorar su actividad
antibacteriana frente a cepas de interés clinico de E. coli y S. aureus por método
estandarizado de difusion en disco descrito por el NCCLS, como primera etapa de

busqueda de nuevos agentes antimicrobianos de tipo peptidico acoplados a bismuto.
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5. HIPOTESIS

Los L-a-dipéptidos poseen la funcionalidad necesaria para reconocer al bismuto y

formar complejos dipéptido-Bi** con actividad antibacteriana.

6. OBJETIVO GENERAL

Sintetizar y caracterizar una serie de L-a-dipéptidos y sus respectivos complejos con

bismuto, asi como evaluar su actividad antimicrobiana frente a cepas de interés clinico.

6.1 Objetivos particulares

|.  Sintetizar los L-a-dipéptidos y sus correspondientes complejos dipéptido-Bi*°.
Il.  Establecer y analizar la interaccion del bismuto en los complejos por RMN e IR.

lll.  Realizar los ensayos de susceptibilidad antimicrobiana de los complejos dipéptido-

Bi* en cepas de interés clinico.
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Estrategia experimental

7. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Diagrama general de la estrategia experimental.

Sintetizar L-a-dipéptidos en
fase liquida.
Caracterizar sus estructuras por:
RMN y espectrometria de Masas.

~_~

Obtener los complejos
dipéptido-Bi**

Establecer la interaccion
BismutoeDipéptido en solucion por:

RMN "H'y **C en una y dos
dimensiones.

/

\

Evaluar la actividad
antimicrobiana de los
complejos dipéptido-Bi™ en

bacterias Gram + y Gram -

N

S. aureus

E. coli 0111 ATCC27543
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1 Aminoacidos

Los aminoacidos glicina (Gli) 1, alanina (Ala) 2, fenilalanina (Fen) 3, tirosina (Tir) 4,
prolina (Pro) 5 y triptéfano (Trp) 6 (Figura 7), fueron adquiridos en los laboratorios
Sigma-Aldrich, todos pertenecen a la configuracién L-a y se seleccionaron por su
importancia y/o abundancia relativa en los PAs presentes en la base de datos:

http://aps.unmc.edu/AP/main.html; www.bbcm.units.it/~tossi/pag1.htm. Los aminoacidos

arginina, lisina y cisteina también son comunes en los PAs; sin embargo, no se
consideraron para la sintesis de los dipéptidos por la dificultad y tediosa purificacion que
representan. Dada la oxofilia del bismuto, se eligieron aminoacidos pequefios de

alanina y glicina para el C-terminal y fenilalanina como comparativo.

0
0 0 ||
H\(“\ H3C || OH
OH OH
\‘/\ NH,
NH, NH,
1 2 3
0
|
OH
NH
4 5 6

Figura 7. Aminoacidos seleccionados para la sintesis de los complejos dipéptido-Bi+3.

8.2 Cepas bacterianas

Las cepas utilizadas en este estudio fueron: Escherichia coli 0111 productora de
verotdxina con importancia clinica en el hombre desde el 1994 y la ATCC27543 de

Staphylococcus aureus proviene de un caso de mastitis bovina clinica.
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8.3 Sintesis de L-a-dipéptidos

Durante la sintesis quimica de péptidos conviene proteger los grupos funcionales que
no participaran en la formacién del enlace peptidico. Todos los grupos protectores tanto
del a-amino, a-carboxilo y de cadenas laterales, deben ser quimicamente estables
durante la formacién del enlace peptidico y facilmente removibles para no afectar el
enlace recién formado. La forma mas estable de proteger el a-amino y a-carboxilo es
formando carbamatos y esteres, respectivamente. El acoplamiento peptidico es iniciado
con la activacion del grupo carboxilo, seguida del ataque nucleofilico de un segundo
aminoacido al carboxilo recién activado. Asi se tendra un dipéptido diprotegido que
segun los requerimientos, si se desea agregar otro aminoacido se debera desproteger

en el amino o carboxilo segun las necesidades.

8.3.1 Generalidades de la sintesis peptidica

Todo el material de laboratorio utilizado se lavd, enjuagd con acetona y se seco en una
estufa antes de ser usado. Los solventes utilizados (n-hexano), acetato de etilo
(AcOEt), diclorometano (CHCly), acetona, metanol (MeOH) y tetrahidrofurano (THF) se
purificaron, secaron y almacenaron con nitrégeno. El curso de las reacciones se siguio
en cromatografia en capa fina utilizando diferentes mezclas de n-hexano:AcOEt y
CH,Cl»:MeOH, y como reveladores radiacioén ultravioleta y yodo. La purificacion de cada
intermediario, se realiz6 por recristalizacion y por cromatografia en columna.
Empleando como fase estacionaria silica gel (70-230 Mesh), y como fase mévil distintas
mezclas de disolventes. Los productos purificados se analizaron por espectrometria de
masas y RMN-"H y ®C en 200 MHz y 400 MHz en equipos Varian y Mercury, utilizando
disolventes deuterados como cloroformo (CDCIs), dimetil sulfoxido (DMSOds), acetona y
metanol (CD3;OD). Los archivos FIDs (caida libre de la inducciéon = Free Induction

Decay) se procesaron en el programa MestReNova version 6.0.2-5475.
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8.3.2 Viasintética

La via sintética propuesta para la obtencién de los dipéptidos, se muestra en el

siguiente esquema.

OH
NH,

Y

N-proteccion
=
OH

_NH

Y

Activacion del carbonilo

R H3C
O\)\ +
o o© y

Acoplamiento
|C) R

Cbz

(0]

Py

\

N-desproteccion
0 R

O-desproteccion

| ,_A\/
H2N'/,,‘ N | |
(0]

9)
|
\K\OH
NH,

Y

O-proteccion
0]

RY“\O/CHS
cl

+
NH3

Y

Liberacion del Amino

|
R CH,
WAO/
NH,

| J\/
NH [ 0
Cbz” ™ )\Nl-r CH,

OH

Esquema 1. Via sintética para la obtencién de dipéptidos. En rojo y azul se indican los grupos
protectores del a-amino (Cbz) y a-carboxilo (OMe). La formacién del enlace peptidico (verde) es
precedida por la activacion del carboxilo y ataque nucleofilico del amino (morado). Por ultimo, la O-

y N- desproteccion liberan el dipéptido.
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8.3.3 Reacciones de N-proteccion

En un matraz provisto de agitacion se coloco el aminoacido con 40 ml de hidroxido de
sodio (NaOH) al 1 N por gramo de aminoacido, se le adiciond 1.12 equivalentes
quimicos (eq) de cloroformiato de bencilo (CbzCl) en bafio de hielo a 0°C, manteniendo
un pH de diez y se dejo reaccionar durante toda la noche con agitacion vigorosa. La
mezcla de reaccion resultante, se lavo con CH,Cl,. La fase acuosa se acidificé con
acido clorhidrico (HCI) 1N hasta pH de cuatro, y en seguida, se hizo una extraccion del
compuesto con AcOEt. ElI AcOEt resultante, se secé con sulfato de sodio (Na;SO4) y se
llevo al rotavapor. EI monitoreo de la reaccion se siguié por cromatografia en capa fina

con una mezcla de 7:3, n-hexano:AcOEt.

8.3.4 Reacciones de O-proteccion

En un matraz balén provisto de agitacion y en bafo de hielo, se colocé 25 ml de MeOH
por gramo de aminoacido, se suspendio el aminoacido y se llevo a agitacion por 15 min.
A la solucion se le afadid gota a gota 2 eq de cloruro de tionilo (SOCI;) como
catalizador y se dejo reaccionar toda la noche. A la mezcla de reaccion resultante se le
agregd CH.Cl, y se llevd a un rotavapor sin vacio y con trampa de NaOH para
neutralizar los gases producidos (HCI y SO,). Se repitio esta operaciéon hasta la
obtencién de cristales blancos. ElI monitoreo de la reaccidén se siguié por cromatografia

en capa fina con una mezcla de fase 9:1 de CH,Cl,:MeOH.

8.3.5 Reacciones de acoplamiento

Primeramente se realizd la liberacion del grupo amino en el clorhidrato amino éster.
Para ello, en un matraz balén provisto de agitacion, se coloco 1.1 eq del aminoacido, se
suspendio en THF a fin de tener una solucién 0.2 M, se agrego 2.5 eq de TEA y se dejo

en agitacion por 3 h.
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En un segundo matraz, se coloco 1 eq del aminoacido N-protegido en un matraz balén,
se disolvié en la cantidad necesaria de THF para tener una soluciéon 0.2M vy se le
agrego 1.1 eq de trietilamina (TEA). Se llevd a bafio de hielo y en agitacién. Se le
agrego en frio y lentamente, una solucion 0.2M de THF con 1.05 eq cloroformiato de
isobutilo (i-BBCl) y se dejo en agitacion por 20 min en bafo de hielo. Una vez
transcurrido los 20 min, se le agregbé gota a gota y por embudo de adicién la O-
proteccion con el grupo amino liberado. La reaccion se dejo en hielo 1 h y en agitacion
toda la noche. Se eliminé las sales por filtracién y se concentré en un rotavapor. El
concentrado se resuspendid en AcOEt, se lavo tres veces con agua. La fase organica
resultante, se secd con Na;SO, y por ultimo se concentrd en un rotavapor. El crudo de
reaccion se purificd por cromatografia en columna, utilizando la diferentes mezclas de
n-hexano:AcOEt.

8.3.6 Reacciones de O-desproteccion

En un matraz provisto de agitacion magnética se coloco 1 eq del dipéptido diprotegido y
disolvi6 en una mezcla de THF:H,O:MeOH en proporciéon 25:3:0.1 (10 ml/g de
dipéptido). Posteriormente se adicion6 3 eq de hidréxido de litio (LIOH) en solucién
acuosa 2 M y se dejo reaccionar durante 3 h. El crudo de reacciéon se evapord a
sequedad y el residuo se suspendio en la minima cantidad de agua, se lavé con CH,Cly
para eliminar restos de materia prima y se acidifico a pH de tres con HCI 1 N.
Inmediatamente después se extrajo el producto con AcOEt. El cual se secé con Na,SO,4
antes de concentrar en un rotavapor. El monitoreo de la reaccion se realizd por
cromatografia en capa fina en una mezcla de CH,Cl;:MeOH:CH3COOH en proporcién
9:0.9:0.1.

8.3.7 Reacciones de N-desproteccion
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Para la hidrogendlisis se colocé el dipéptido N-protegido en un matraz provisto de
agitacion. Se le agrego paladio sobre carbono (Pd/C) en un 10% del peso del dipéptido
con la minima cantidad de MeOH. Se dej6 reaccionar por 3 h en atmodsfera de Ha.
Luego de concluido el tiempo de reaccion, se filtr6 con MeOH y eliminé el disolvente en

un rotavapor. Finalmente se obtuvieron los cristales de los dipéptidos desprotegidos.

8.3.8 Reacciones de desproteccion asistida por microondas.

En un matraz baldn provisto de agitacion se coloca la cantidad de dipéptido en una
mezcla de disolventes THF:H,O:MeOH en proporcién 25:3:0.1 (10 ml/g de dipéptido)
con 3 eq de LiOH en solucién acuosa 2 M, a 100 Watts, 80°C y agitacion vigorosa
durante 12 min de reaccion. A la mezcla resultante, se le elimind el solvente en un
rotavapor y se suspendio el sélido en la minima cantidad de agua, se acidific6 con HCI

1 N a pH de tres y se extrajo con AcOEt y concentré nuevamente en un rotavapor.

8.4 Analisis y formacién de complejos dipéptido-Bi*

En un pequeno vial se coloco 2.5 mg del dipéptido y la cantidad correspondiente a 1 eq
de nitrato de bismuto pentahidratado (Bi(NOs); ), se agregé 100ul de DMSOds y fue
llevado a 50°C en bafio maria y agitacion durante 15 min. La solucion resultante fue
analizada por IR y RMN-"H y *C en una y dos dimensiones. Los andlisis no se hicieron
por triplicado. Como control negativo se obtuvieron las respectivas sales de nitrato de
los dipéptidos al hacer reaccionar cada uno con acido nitrico (HNO3), los producto de

igual forma fueron analizados por RMN.

8.5 Estudios de susceptibilidad antimicrobiana

8.5.1 Pruebas de dilucién en tubo
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Para determinar la CMI se realizaron pruebas de sensibilidad por diluciéon en tubo de
acuerdo al NCCLS. Se reactivaron las cepas para la preparacion del inéculo por el
método de suspension directa de colonias en caldo MH ajustando la turbidez a 0.2 DO
600 nm (aprox. 1 a 2 x 10® UCF/ml), usando como blanco el mismo caldo MH. Se
preparé una bateria de 10 tubos con 1 ml de medio de cultivo a los que se le agrego
diluciones decrecientes del compuesto microdiluido en DMSO, para tener finalmente
una concentracion de 500 ug/ml en el primer tubo y en el ultimo 0.97 ug/ml. A cada tubo
se le agreg6 1 ml del inéculo preparado y se llevé a incubar a 35°C en agitacion durante
16 h. La CIM se consideré como la concentracion mas baja del compuesto que inhibid

completamente el crecimiento del microorganismo.

8.5.2 Pruebas de difusion en disco

Los ensayos de difusion en disco se realizaron de acuerdo a lo establecido por el
NCCLS en agar Muller Hinton (MH). El indculo se preparé por el método de suspension
directa de colonias en caldo MH ajustando la turbidez a 0.2 DO 600 nm (aprox. 1 a 2 x
108 UCF/ml), usando como blanco el mismo caldo MH. En cada placa petri se descargd
200 pl del inéculo preparado y se expandié con varilla de vidrio. Antes de aplicar los
sensidiscos, se dejaron las placas entreabiertas por 3 min para disminuir la humedad.
Los discos se hicieron con papel filtro Whatman® y perforadora previamente
esterilizada. En cada disco se agregé 6.4x10"mol que corresponde a agregar 500 ug a
400 ug de complejo dipéptido-Bi*® (1:1). Esta cantidad se colocd con 5 pl de una
solucion apropiada de DMSO. En cada caja se colocaron maximo 5 sensidiscos. Se
utilizé DMSO, Bi(NOs3)s y los dipéptidos libres como controles negativos, y ciprofloxacino
como positivo. Después de 16 h de incubacion a 37°C, cada placa se examind y se
midieron los halos de inhibicidon con vernier manual pasando por el centro del disco (6

mm).
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8.6 Andlisis estadistico

Los ensayos de susceptibilidad antimicrobiana de cada complejo se realizaron 3 veces
por triplicado. Los resultados se analizaron mediante la prueba de comparacion multiple
de Tukey Karmer, para un disefio balanceado (mismo numero de repeticiones) en el

programa JMP versién 6.0.0. Se consideraron diferencias significativas cuando P<0.05.
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9. RESULTADOS Y DISCUSION

9.1 Sintesis peptidica. Obtencion de L-a-dipéptidos

Las reacciones de N-proteccion se llevaron a cabo utilizando CbzCl en medio alcalino
(NaOH 1N) para obtener los carbamatos correspondientes (Esquema 2). Este grupo
protector se eligidé debido a que tanto la proteccién como la eliminacion del mismo se
realizan en condiciones suaves de reaccion. Como se aprecia, los rendimientos fueron
superiores al 75 % para la, 2a, 5a y 6a, y del 56% y 63% para 3a y 4a,

respectivamente, debido principalmente a la dificultad de purificacion.

I
Y\OH

R
NH
Cbz”
la R=-H 2aR= -CHj 3aR=
Rto 76% Rto 88% Rto 56%
4a R=/\©\ 5a R= m 6a R= \(j
N
Rto 63% on Rto97% \ Rto83% _ /

b
H z

(@)
R || 1.12 eq CbzCl
OH
NaOH
NH,

Esquema 2. Sintesis de los aminoacidos N-protegidos la-6a.
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Por su parte, las protecciones en el carboxilo 1b-3b para obtener los amino ésteres
metilicos (Esquema 3), utilizando MeOH y SOCI, a temperatura ambiente, fueron mas

limpias con rendimientos del 87% hasta 96%.

i i
R MeOH
Y\OH e _ RY\O/CHs
2eq SOCI, .
NH, NH; ClI

1b R=-H 20 R=-CH3  3bR=
Rto 92% Rto 87% Rto 96%

Esquema 3. Sintesis de los aminoacidos O-protegidos 1b-3b.

Una vez protegidos los aminoacidos, el siguiente paso fue la obtencién de los
dipéptidos diprotegidos 7-16 de acuerdo con la tabla 4. La reaccion se llevo a cabo en

medio basico de TEA en THF empleando i-BBCIl como agente activante.

La purificacion de todos los productos resultantes se realizé por cromatografia en
columna y posterior recristalizacién, a excepcion del 16, que solo se purificd por
recristalizacion. Al parecer el caracter hidrofébico del indol facilité su purificacion por
recristalizaciéon con mezclas de AcOEt:n-hexano, con rendimientos de hasta 96%. Esto
mismo se observd durante la purificacion del intermediario N-protegido 5a (Rto del
97%).
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Tabla 4. Obtencién de los dipéptidos diprotegidos 7-16 y rendimientos.

T) 0 R, OH
R1j/‘\OH + Rz\r”\o/c:H3 1.05eq i-BBci Cbz\NH\VSfNH\H§O
+ - TEA/THF
Cbz/NH NH; Cl ) R,
7-16
Compuesto R1 R> Rto%
7 —H —H 84
8 —H _CH3 74
9 —CH, —H 89
10 @ —H 63
N
/
Cbz
11 @ —CHjy 52
N
/
Cbz
12 @ —H 68
13 © —CHj, 56
14 —CH,4 @ 89
15 \@\ —H 61

16 m —H 96
N
H

Por ultimo los compuestos 7-16, se sometieron a una hidrélisis alcalina con LiOH en

una mezcla de THF:H,O:MeOH vy posteriormente a una hidrogendlisis catalitica con
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Pd/C al 10% en MeOH, para eliminar el grupo protector Cbz y asi obtener los diez
dipéptidos libres 17-26 (Tabla 5).

Tabla 5. O- y N-desproteccién para la obtencién de los dipéptidos libres 17-26 y
rendimientos.

CH
R»] O/ 3 R1 OH
i Cbz - NH N
CbZ\NH\VS(NH\Hko LiOH 2M ~NH % \H\O
THF:H,0:MeOH
0 R2 2 (@) R2
7-16
R, OH
MeOH/H NH N~
Pd/C 10% O| R
2
17 -27
Compuesto Dipéptido libre Rto %
17 i 46
NH
H2N/\H/ ~" OoH
o}
18 C|> 50
NH
HZN/\H/ OH
o} CH,
19 CHj |C|> 68
NH
HZN/kH/ ~" OoH
o}
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Cabe destacar, que a medida que se fueron desprotegiendo los dipéptidos, su polaridad
aumentd drasticamente, dicho aumento redujo la solubilidad en los disolventes
convencionales durante la extraccion y purificacion, por lo que los rendimientos fueron

relativamente bajos.

Siguiendo con la ruta sintética se propuso realizar la reaccion de O-desproteccion de
los dipéptidos 7-16, mediante el uso de radiacion de microondas para optimizar y
disminuir el tiempo de reaccion. La hidrolisis se llevo a cabo en medio alcalino y en
condiciones suaves, utilizando una solucion acuosa saturada de LIOH 2 M, para evitar
la racemizacién por exceso de H,O. Los resultados monitoreando cada 4 seg en
cromatografia en capa fina, indicaron que la reaccion concluye a los 12 min, tiempo en

el cual no se observo restos de materia prima (Figura 8).

‘ -
- e
j22100

Figura 8. Cromatografia en capa fina de la hidrdlisis basica en microondas del dipéptido
diprotegidos en AcOEt. El 1er. punto (4 min de reaccion), solo se observa la materia prima. A los
8 min aparece una mancha del producto en el punto de aplicacién por su alta polaridad. A los 12
min termina la reaccion al no observarse la materia prima.

Hasta este punto se pensd que se habian obtenido los dipéptidos monoprotegidos con
el grupo Carbobenciloxi (Cbz, Z). Sin embargo, al analizar los espectros de RMN de los
productos resultantes, se observaron diferencias entre los dipéptidos. En aquellos con
glicina en el C-terminal no se observaron las sefiales de ninguno de los grupos

protectores, indicando la desproteccion completa de los dipéptidos. En cambio, en los
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dipéptidos diprotegidos con alanina y fenilalanina, eliminaron solo el grupo metoxilo

(OMe) y conservaron el grupo Cbz. Los espectros de RMN-'H de los productos de

desproteccion completa del Cbz-Fen-Gli-OMe 12 y la desproteccion parcial de su

contraparte Cbz-Fen-Ala-OMe 13 se muestran en la siguiente figura.

a) Cbz-Phe-Ala-OH (H_400MHz) CDCI3
3

S

f1{ppm)

0 6.5 6.0 5.5 50 4.5 4.0
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2.5 FL] 1.5

b) NH2-Phe-Gly-OH (H_400MHz) CD30D
.

5.04/ 1.00/

FE [
47 ‘
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|

1.98°
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Figura 9. Espectros de RMN-'H de la desproteccion asistida por microondas. Cbz-Fen-Ala-

OMe 13 (a) y Cbz-Fen-Gli-OMe 12 (b).

En 13 se mantuvo la senal (H-9) que integra para dos protones correspondientes al

metileno del Cbz en 5.5 ppm y en la regién de los aromaticos (7 a 7.5 ppm) la integral

fue para diez protones, cinco protones de la fenilalanina y cinco del grupo Cbz,
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indicando que soélo se O-desprotegid. En cambio, en 12 no se observo la seial en 5.5
ppm y la integral en la region de los aromaticos fue para cinco protones del fenilo de la
fenilalanina. Los espectros de RMN-"3C coincidieron con los resultados de RMN-'H
(Figura 10). En 13 se observaron sefales propias del grupo Cbz, como la sefial CH; (C-
9), un mayor numero de carbonos en la region de los aromaticos (120-130 ppm) y el
C=0 (C-8). A diferencia de 12, en donde no se observo ninguna de estas sefiales,

indicando asi la desproteccion completa del dipéptido.

a) Cbz-Phe-Ala-OH (C_400MHz) CDCI3

3 5 8 T Jz‘.ﬁ' 3 & 3 10 "
i [l i L. o | A A e |

W w W W @ % ® » =

1 {ppm)

b) NH2-Phe-Gly-OH (C_400MHz) CD30D
5

3
& | |

H{ppm)

Figura 10. Espectros de RMN-"*C de la desproteccion asistida por microondas. Cbz-Fen-Ala-
OMe 13 (a) y Cbz-Fen-Gli-OMe 12 (b)
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Resulta interesante que ocurra la desproteccién de ambos grupos en un solo paso, lo
cual hasta nuestro conocimiento no ha sido descrito en la literatura especializada.
Esta reaccion de desproteccion completa, en un tiempo reducido y en condiciones
suaves de reaccion, parece estar determinada por el grupo glicil en C-terminal en los
dipéptidos pues no se did en los otros casos, aunque resulta recomendable realizar

un estudio mas extenso al respecto.

9.2 Sintesis y analisis de complejos dipéptido-Bi*

Una vez sintetizado los dipéptidos libres se procedid con la obtencién de sus
correspondientes complejos dipéptido-Bi*®. Se obtuvieron en solucién al hacer
reaccionar el dipéptido libre con nitrato de bismuto (BiNO3)3; en condiciones neutras de
reaccion utilizando dimetil sulféxido (DMSO) como disolvente. Para determinar el sitio
de interaccion del metal en los dipéptidos, los complejos se analizaron por RMN en una
y dos dimensiones y se compararon con los respectivos ligandos libres. Se espera que
en presencia de Bi*> se observen cambios en las sefiales propias de los dipéptidos,
como el ensanchamiento de senales, cambio en la multiplicidad y en los
desplazamientos quimicos de los protones que interactuen con el metal. Cabe
mencionar que la interaccion del metal puede ser mediante reconocimiento por fuerzas
intermoleculares débiles y esto lleve a un proceso reversible, mismo que puede estar
desplazado hacia reactivos mas que hacia productos, lo cual resulta improductivo para
los fines de este trabajo pues no seria factible utilizar los complejos como posibles
agentes antibacterianos. Si por el contrario, la formacion del complejo es estable, este
podra ser utilizado con confianza para su evaluacion biolégica. Para determinar, tanto la
estabilidad del complejo, como la estequiometria del mismo, fue necesario llevar a cabo
primeramente una titulacién del dipéptido por medio de resonancia magnética nuclear,
del péptido variando las concentraciones de nitrato de bismuto. Un equilibrio rapido en
la formacién del complejo dara lugar a un desplazamiento de sefales gradual conforme

se incrementa la cantidad del metal. Por su parte un equilibrio lento, que es el que se
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desea, dara lugar a al menos dos grupos de senales: las del péptido libre y las del

complejo.

Por otro lado, una caracteristica de los acidos de Lewis es que en solucién suelen
liberar los respectivos acidos proéticos de donde provienen y éstos a su vez llegan a
formar sales de amonio en presencia de aminas. Asi, con el fin de descartar que el
cambio en los desplazamientos quimicos sea debido a la presencia de HNOj3;, se obtuvo
la sal de amonio (nitrato) del dipéptido como control negativo y se corroboré por RMN

'H que la estructura correspondiera a los complejos de bismuto.

En los espectros de RMN-'H del complejo Ala-FeneBi** Bi24 mostrados en la figura 11,
se observo, el efecto de la variacion en la concentracion del metal a diferentes
equivalentes de Bi(NO3)3, (0.3, 1 y 2 eq). Las sefiales de los protones de CHj3; (H-8),
CH; (H-9), CH (H-3) y NH (H-4) se duplicaron en presencia del metal y no en la sal de
amonio (b). Por medio de la espectroscopia de correlacion total (TOCSY) (Figura 12) y
espectroscopia de correlacion (COSY), se dedujé que esta duplicidad de sefiales puede
ser debida a dos poblaciones de moléculas diferentes, las afectadas por el metal que
desplazaron sus sefales de 0.6 a 0.3ppm a campo bajo (mostradas en recuadro rojo,
Figura 12) y moléculas “libres” que conservaron los desplazamientos quimicos propios

del dipéptido en ausencia de bismuto (Figura 11, a).

Generalmente dichos desplazamientos a campo bajo suelen interpretarse como
resultado de la carga parcial positiva adyacente a estos sitios por ocupacién parcial de
iones metalicos (Rivas et al., 2001), o simplemente por cambios en la estructura
supramolecular que modifica protones magnéticamente idénticos en protones no
equivalentes (Gingter et al., 2011). En este caso, los desplazamientos se atribuyeron al
efecto del bismuto. En donde el proton amida NH (H-4) desplazado 0.58 ppm a campo
bajo en presencia de metal, indicé la cercania del bismuto al nitrégeno, donde
probablemente, cediera su par de electrones desapareados a los orbitales vacios del
metal al estabilizar el complejo Bi24 (Figura 11, c, d y e). Dicho efecto en los protones
amida ya ha sido reportado en interacciones de metales pesados con péptidos Zinc-

finger sintéticos y concuerda con los resultados obtenidos (Razmiafshari et al., 2001).
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Figura 11. Analisis del complejo Ala-Fen*Bi** Bi24 por RMN-'H a 400 MHz. A diferentes eq de
Bi(NO3); (c, d, €) las senales se doblan, un grupo de sefales indicadas en recuadro rojo se
desplazan a campo bajo mientras que otras conservan los desplazamientos propios del dipéptido
(a) y en (b) el control negativo. En (f) se ratifica el efecto con otra sal de bismuto.
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Figura 12. TOCSY a 200 MHz del complejo Ala-Fen+Bi"® Bi24 en proporcion 1:1
dipéptido/bismuto. Las lineas rojas indican la correlacion que guardan las sefiales del complejo y
en negro las propias del dipéptido no acomplejadas al metal.

Los resultados de la RMN-"C del mismo complejo Bi24 mostrados en la figura 13,
muestran diferencias claras cuando el dipéptido esta en forma libre (a) y en complejo (c,
d y e). Conforme se fueron incrementando los equivalentes de bismuto, se observé una
disminucion de las sefiales C=0 (C-2) del acido entre 165-170ppm y CH (C-3) entre 54-
57 ppm. Esta disminucion de sefales indicé la participaciéon del C=0 (C-2) en la
formacion del complejo y el efecto inductivo que resientieron el CH (C-3) y nucleos

vecinos al desplazarse a campo bajo.
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Figura 13. Andlisis del complejo Ala-Fen*Bi*® Bi24 por RMN-"*C a 400 MHz. A diferentes
equivalentes de Bi(NO3); (c, d, e) las sefales en rojo muestran un mayor desplazamiento a campo
bajo y disminuciéon de tamanfo, indicando la cercania del metal a estos sitios. En (a) el dipéptido
libre y en (b) el control negativo. En (f) se ratifica el efecto del bismuto con otra sal.

Para explicar la disminucion de la magnitud de estas sefales hay que tener en cuenta
que generalmente la sensibilidad de RMN-">C es baja, principalmente por la poca

abundancia isotépica del carbono 13 y la constante giromagnética de dicho nucleo.
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Ademas en los experimentos de RMN-"3C existen acoplamientos C-H que ocasionan
multiplicidad en las sefales dependiendo del numero de protones unidos al carbono.
Estas sefiales no se ven como singuletes sino como multipletes, por lo que es
necesario irradiar a la frecuencia de un protéon determinado (en el centro de la senal si
se trata de un multiplete) antes de registrar el espectro de carbono, para que las
sefales finalmente aparezcan como singuletes (espectro BB o de desacoplamiento de
banda ancha) con lo que la asignacion del carbono es inequivoca. La sensibilidad de
los experimentos de RMN-">C aumenta debido al denominado efecto NOE (Efecto
Nuclear Overhauser), que es el resultado de la relajacion bipolar inducida por el
movimiento molecular en los liquidos, dicho efecto depende de las constante
giromagnéticas de los nucleos acoplados y de la distancia entre los mismos (1/r6),

mejorando el tamafo de sefal de 50% a 200%.

Ahora, la ausencia o disminucion de sefiales en RMN-"C (Figura 13 ¢, d y e) puede
indicar que los NOEs se han desestabilizado en gran medida por la presencia del Bi*®

(centro paramagnético) de forma que no son detectables.

En un sistema paramagnético, la velocidad de relajacion de un nucleo “proximo” al
centro metalico se incrementa radicalmente respecto a un sistema diamagnético
analogo. Por ello, las senales se ven afectadas drasticamente, llegando incluso a no
detectarse (Gonzalez et al., 2006). Ademas, las sefales CH; (C-8), CH, (C-9), CH (C-
6), CH (C-3), C=0 (C-5) y C=0 (C-2) van siendo desplazadas a campo bajo hasta 0.31,
0.12, 0.36, 0.83, 0.48 y 1.54, respectivamente. En donde, las sefales mas desplazadas
corresponden al C=0 (C-2) y CH (C-3).

Dado que los espectros de IR aportan informacién relevante de carbonilos
acomplejados a metales, se decidid sacar los IRs de los complejos y comparar con sus
ligandos. En el espectro de infrarrojo del dipéptido 24 se puede apreciar la banda
caracteristica para el alargamiento de C=0 (C-2) del acido carboxilico en 1668.12 cm’
y la banda de C=0 (C-5) amida en 1641.14 cm™ (Figura 14, a). Al compararlo con el
espectro del complejo Bi24 (Figura 14, b), se aprecia la desaparicion de la banda del
C=0 (C-2), el corrimiento de C=0 (C-5) a 36.64 cm™ y la aparicién de dos bandas en
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1386.57 cm™ y 1550.46 cm™, las cuales corresponden a los estiramientos simétricos y

asimeétricos del anién carboxilato (O-C-O), respectivamente.
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Figura 14. Anédlisis del complejo Ala-Fen*Bi"” Bi24 por IR.

Estos resultados indican que en el complejo Bi24, es muy probable que el metal este
interaccionando con el carboxilato y coordinado por electrones donados por el NH (H-

4), formando un anillo de cinco miembros como se propone en la figura 15.
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Figura 15. Estructura propuesta para el complejo Ala-Fen*Bi* Bi24.

El resto de los dipéptidos se analizé de la manera anterior, en presencia y ausencia de

Bi(NO3)s. No obstante, los analisis de RMN de estos complejos mostraron cambios en

la sefial NH; (H-7) desplazados a campo bajo, como se observa en los espectros de

RMN-'H de la figura 16 para el complejo Trp-GlieBi**Bi26.
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Figura 16. Analisis del complejo Trp-GIi-BiJr3 Bi26 por RMN-"H a 200 MHz. A 1 eq de Bi(NO3);
las sefiales en rojo se afectan y desplazan a campo bajo, indicando la formacién de los complejos
dipéptido-Bi+3. A 0 eq de bismuto se muestran las sefiales propias de los dipéptidos.
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En donde, al igual que en el complejo Bi24, el protén de amida NH (H-4) se desplazé a
campo bajo de 6.41 hasta 7.18 ppm, pero también la sefial de NH; (H-7) se desplaza
ligeramente a campo bajo hasta 0.08 ppm, indicando la posible participacion de N-

terminal en la formacion del complejo.

Los espectros de RMN-"2C a 200 MHz de Bi26 muestran mayor evidencia del efecto del
bismuto (Figura 17). De igual manera, se observo como las intensidades de las sefales
de C=0 (C-2), C=0O (C-5), CH (C-6) y CH, (C-3), disminuyen drasticamente

desplazandose hasta 0.5 ppm a campo bajo.
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Figura 17. Analisis del complejo Trp-GlisBi** Bi26 por RMN-"°C a 200 MHz. A 1 eq de Bi(NOs);
las sefales en rojo muestran mayor desplazamiento a campo bajo y disminucién de tamafio, a
diferencia de lo observado en los espectros a 0 eq de bismuto.

Por lo que para ellos se propone la formacién de un biciclo [3.3.0] pentano (Figura 18),
formado por la unién del metal al carboxilato y la interaccién al amino NH (H-4) de

glicina o alanina, segun sea el caso y al NH; (H-7) del segundo aminoacido.
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Figura 18. Estructura propuesta para los complejos dipéptido—Bi+3 con Alanina o Glicina en

el C-terminal.

9.3 Actividad antimicrobiana de los complejos dipéptido-Bi*?

Las pruebas de actividad antimicrobiana de los complejos no pudieron ser realizadas
por el método de dilucidon en tubo, debido a la baja solubilidad de los compuestos en el
medio de cultivo. Por esta razon, los ensayos se realizaron por el método de difusion en
agar. Los ensayos se realizaron con discos de papel filtro Whatman® con 6.4x10mol
en 5 ul de DMSO, que corresponde a agregar de 500 ug a 400 ug dependiendo del
peso molecular, considerando una relacion de dipéptido/Bi*® 1:1. Después de 16 h de
incubacion, cada placa fue examinada. Las zonas de inhibicidon resultantes fueron
uniformemente circulares en una capa homogénea de crecimiento. No se observaron
colonias individuales en ninguna placa, indicando la correcta descarga y preparacion
del inéculo. Cabe sefialar que en algunos discos se observaron dobles halos inhibitorios
(Figura 19), que pueden ser justificados por la baja hidrosolubilidad de los complejos
(Nadinic et al., 2002). En todos estos casos, se tom6 como inhibicién verdadera la

cercana al disco.

Los controles negativos utilizados fueron los dipéptidos libres y el Bi(NO3)s;. Los
primeros no mostraron actividad antibacteriana, pero el Bi(NO3)3 si mostré un reducido

halo inhibitorio pegado al disco.
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Figura 19. Doble halo inhibitorio en Escherichia coli del complejo Tir-GlieBi*® Bi25.

Los halos inhibitorios de los complejos dipéptido-Bi** obtenidos de los ensayos de
difusion en disco en E. coli se muestran en la figura 20. Los complejos que mostraron
mayor actividad antimicrobiana fueron Tir-GlieBi*® Bi25, Fen-AlaeBi*® Bi23 y Fen-
GlieBi*® Bi22 con 16.4, 14.2 y 13.8 mm, respectivamente. Todos ellos poseen
aminoacidos aromaticos de tirosina y fenilalanina. Otros complejos con aromaticidad
Trp-GlieBi*® Bi26 y Ala-FeneBi*®> Bi24 también mostraron zonas de inhibicién

importantes (13.7 y 12.5 mm, respectivamente).

Estos resultados sugieren que la actividad de los complejos en E. coli depende de la
presencia de fragmentos aromaticos en los dipéptidos. Por otro lado, a pesar de la gran
presencia de la prolina en los PAs, ninguno de sus complejos de Pro-GlieBi*® Bi20 y
Pro-AlaeBi*® Bi21 mostraron actividad significativa con respecto al control Bi(NO3)s, al
igual que el complejo Gli-GlieBi* Bi17. La presencia de alanina o glicina en el extremo
C-terminal en los complejos Bi22, Bi23 y Gli-Ala*® Bi18, Ala-GlieBi** Bi19, al parecer no
modificd la actividad de éstos, ya que entre ellos no existieron diferencias significativas
(Figura 21).
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Figura 20. Ensayos de difusidon en disco en Escherichia coli. Cantidad en disco 6.4x10'mol.
Se muestra la media de triplicados con las desviaciones estdndares de 3 experimentos.* P<0.05
significativo en comparacién al control Bi(NO3); (prueba de Tukey Karmer). Tamano de disco 6

mm.

Figura 21. Comparacion de medias de la inhibicion de los complejos en Escherichia coli.
Circulos no conectados son significativamente diferentes * P<0.05 (prueba Tukey Karmer).

Zona de inhibicion

COMPLEJOS DIPEPTIDO-Bi *3

164

14

124

104

) QUDO

T T T T T T T T T T .
B Bil7 Bil8 B9 B20 B21 B22 B3 B4 BRS ppg AlPars

Complejos

50



UMSNH Resultados y discusion

En cambio, en los complejos Bi23 y Bi24, la inversién de los aminoacidos alanina y
fenilalanina si provocd una diferencia significativa en cuanto a su actividad, siendo

mayor cuando alanina se encuentra en el C-terminal.

Los halos inhibitorios de los complejos dipéptido-Bi*3 obtenidos de los ensayos de
difusion en disco en S. aureus se muestran en la figura 22. Como se puede observar,
ademas de Bil7, Bi20 y Bi2l que no mostraron actividad en E. coli, en S. aureus los

complejo Bil9, Bi24 y Bi26 tampoco inhibieron el crecimiento significativamente.
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Figura 22. Ensayos de difusion en disco en Staphylococcus aureus. Cantidad en disco 6.4x10°
"mol. Se muestra la media de triplicados con las desviaciones estandares de 3 experimentos.*
P<0.05 significativo en comparacion con el control Bi(NO3); (prueba de Tukey Karmer). Tamafo de
disco 6 mm.

En el diagrama de comparacion de medias mostrado en la figura 23 se observé que no

existe una diferencia clara en cuanto a la actividad de uno u otro complejo. Aun asi, los
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complejos de mayor actividad fueron Bi25, Bi22, con halos inhibitorios de 9.7, 8.4mm,

respectivamente.
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Figura 23. Comparacion de medias de la inhibicién de los complejos en Staphylococcus
aureus. Circulos no conectados son significativamente diferentes * P<0.05 (prueba Tukey
Karmer).

La actividad de los complejos, significativamente (P<0.05, t-student) mayor en E. coli
que en S. aureus (Figura 24), puede asociarse a diferencias estructurales en ambas
bacterias como la presencia de membrana externa en E. coli. En este sentido, es muy
probable que la actividad de los complejos dipéptido-Bi** esté relacionada con los
mecanismos de accién de PAs en combinacion con el efecto bactericida del bismuto.
En donde los dipéptidos por si sélo no fueron activos y la sal de bismuto (Bi(NO3)3
mostré minima actividad. La sinergia de estos dos componentes en E. coli, puede ser el
resultado del efecto permeabilizante de los dipéptidos que facilita la accion del bismuto.
No obstante, esta sinergia no fue general para todos los complejos dipéptido-Bi*>. Al
parecer la actividad depende de cierta hidrofobicidad de los dipéptidos para poder

interaccionar con las membranas bacterianas.

En S. aureus, practicamente mas de la mitad de los complejos fueron inactivos. En

efecto, esto puede ser debido a una resistencia natural; sin embargo, no se puede
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descartar la existencia de algun mecanismo de resistencia adquirida que evada los

efectos de los complejos.
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Figura 24. Comparacion de la actividad de los compuestos en E. coli y S. aureus. Se muestra
la media de triplicados con las desviaciones estandares de 3 experimentos.* P<0.05 diferencias
significativa (t-student). Tamafno de disco 6 mm, in6culo ajustado a 0.2 DO 600 nm para ambas
bacterias.

La importancia de uno u otro aminoacido en PAs ha sido muy estudiada. Generalmente
se ha determinado, al observar el efecto que ocurre por la sustitucion de diferentes
aminoacidos en su estructura. El triptéfano es uno de los aminoacidos muy frecuente en
PAs. En indolicidina vy tritrpticina el Trp representa hasta el 24% y 39% de los residuos
totales. EI cambio de Trp — Fen en el analogo TWF de tritrpticina, ha demostrado
aumentar la actividad frente a E. coli y S. aureus (Yang et al., 2006). Esto concuerda
con nuestros resultados, en donde el complejo Bi26 de Trp-Gli resulté menos activo
que los complejos con fenilalanina en ambas bacterias. Cerca de la CMI, la indolicidina
causa una significativa despolarizacion de la membrana bacteriana por la formacion de

poros transitorios, sin causar lisis bacteriana por lo que se sugiere que existe algun otro
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mecanismo de acciéon (Hsu et al.,, 2005). La prolina a pesar de ser también un
aminoacido muy comun en los PAs, ninguno de sus complejos Bi20 y Bi21 presento
actividad significativa en ambas bacterias analizadas. Otros complejos, como el Bil7 y
Bil9 no exhibieron actividad antimicrobiana, lo que sugiere la importancia de
fragmentos aromaticos en la efectividad de los complejos dipéptido-Bi*3. La tirosina
presente en el complejo Bi25, que mostr6 mayores halos inhibitorios en ambas
bacterias, no es tan comun entre los PAs. Sin embargo, en el analogo T-22
([Tir5,12,Lis7]-polifemusina |lI) la presencia de tirosina es indispensable para su
actividad (Masuda et al., 1992).

Desafortunadamente, la insolubilidad de los complejos en medios de cultivos impidi6 el
calculo de las CMIs por dilucion en tubo, por ese motivo resulta imposible la
comparacion de su actividad con otros compuestos de bismuto reportados, con valores
de CMIs que van de >270 a 3.7 pyg/ml en E. coli y S. aureus (Kotani et a., 2005; Mahony
et al., 1999) y de 4 a 64 pg/ml en H. pylori (Andrews et al. 2010).

Por otro lado, la actividad observada es suficiente para continuar con estudios

posteriores de otros péptidos y en otras cepas, sobretodo en Gram negativas antibiético

resistentes.
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10. CONCLUSION

La caracterizacién a través de IR y RMN de los complejos dipéptido-Bi*>, establecio la
estabilidad de los complejos para su evaluacion antimicrobiana y dos posibles
estequiometrias. En ambas, el bismuto interactua con los grupos carboxilato y amida
formando un anillo de cinco miembros. En los complejos con alanina y glicina en C-
terminal, es posible una interaccion adicional del bismuto con el amino N-terminal para
formar un biciclo tipo [3.3.0] pentano. Por otra parte, se concluye que los complejos
dipéptido-Bi*> poseen actividad antimicrobiana mayor en E. coli que en S. aureus, dicha

podria estar relacionada con la presencia de aminoacidos aromaticos en los dipéptidos.
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12. COLECCION DE ESPECTROS

A continuacién se presentan algunos espectros de RMN-"°C e "H obtenidos de cada

compuesto sintetizado.
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NH2_Gly_Gly_OH (H_400MHz) DMSO
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Espectro de RMN-"°C de 2a a 400 MHz en CDCls
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UMSNH

Coleccién de espectros
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Espectro de RMN-">C de 9 a 400 MHz en CDCl;
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UMSNH

Coleccién de espectros

NH2_Ala_Gly_OH (H_400MHz) DMSO
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Espectro de RMN-"H de 19 a 400 MHz en DMSO
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Espectro de RMN-">C de 19 a 400 MHz en DMSO
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UMSNH

Coleccién de espectros

MH2_Ala_Gly_OH (H_400MHz) CD30D
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Espectro de RMN-"H de 19 a 400 MHz en CD3;0D
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Espectro de RMN-"C de 19 a 200 MHz en CD;0D
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UMSNH Coleccién de espectros

Z_Phe_Gly_OMe (H_400MHz) CDO3
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Espectro de RMN-"H de 12 a 400 MHz en CDCl;
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Espectro de RMN-">C de 12 a 400 MHz en CDCls
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UMSNH Coleccién de espectros

Phe_Cbz (H_200MHz) CDO3

—_— i
2'-6" 4 |6 3 7
M
i e M I
‘_!'_' Lo T N P LA
= g 3 2 2
o = T T T T S| S T T S T T T T T 1
7.0 6.3 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)
1
Espectro de RMN-"H de 3a a 200 MHz en CDCl3
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Espectro de RMN-">C de 3a a 200 MHz en CDCls
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UMSNH

Coleccién de espectros

NH2_Phe_Gly_OH (H_400MHz) CD30D
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Espectro de RMN-"H de 22 a 400 MHz en CD;0D
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Espectro de RMN-">C de 22 a 400 MHz en CD5;0D
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UMSNH

Coleccién de espectros
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Espectro de RMN-"H de 6a a 200 MHz en CDCls

Pro_Cbz (H_200MHz) CDCI3

T
‘e
4‘@\/
3 T OYO
3 6 5 0
N
3
4
7 2 04
1
87 g
j J P / / /
M 2-6' 6 3 7 9 8
_JU M A '
— i s, _/M“‘\.. J}JM
I ] T I L
T T 2 T T T T = T T - T ﬁ: T T - o
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 30 25 2.0
f1 (ppm)

Espectro de RMN-">C de 6a a 200 MHz en CDCls
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UMSNH

Coleccién de espectros

Z_Pro_Gly_OMe (H_400MHz) CDO3
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Espectro de RMN-"H de 10 a 400 MHz en CDCl;
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Espectro de RMN-">C de 10 a 400 MHz en CDCl;
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UMSNH

Coleccién de espectros

Z_Phe_Ala_OH (H_200MHz) CDCL3
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Espectro de RMN-"H de 23 a 200 MHz en CDCl3
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Espectro de RMN-">C de 23 a 200 MHz en CDCls
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UMSNH

Coleccién de espectros

Z_Tyr_Gly_OMe (H_400MHz) CDCI3
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Espectro de RMN-'H de 15 a 400 MHz en CDCls;
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Espectro de RMN-"*C

de 15 a 400 MHz en CDCl;
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UMSNH

Coleccién de espectros
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Espectro de RMN-"H de 14 a 400 MHz en CDCl3
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Espectro de RMN-">C de 14 a 400 MHz en CDCls
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UMSNH Coleccién de espectros
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Espectro de RMN-"H de 24 a 400 MHz en DMSO
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Espectro de RMN-">C de 24 a 400 MHz en DMSO
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UMSNH Coleccién de espectros
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Espectro de RMN-"H de 5a a 200 MHz en Acetona deuterada
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Espectro de RMN-"C de 5a a 200 MHz en Acetona deuterada
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UMSNH Coleccién de espectros
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Espectro de RMN-"H de 16 a 200 MHz en CDCl;

Z_Trp_Gly_OMe ([C_200MHZ) (OCE

o] ¢]

A e
NH_ 3 CHy
4 e

I
a5 8 g8 1
d

4"
1 o " Jj.” o [ ll 3
.J uh " sk l L. i A J.. .y .L "

IBO 173 170 165 160 155 130 145 140 135 130 125 120 115 11D }EISf 10;3 95 &0 83 30 ¥ A0 &5 GO
1 [ppm

Espectro de RMN-">C de 16 a 200 MHz en CDCl3

86



