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I . Resistencia
ntiroduccion Antibacteriana

Esta aumentando rapidamente
> en todo el mundo

Sistema Mundial de Vigilancia
Antimicrobiana

* Prioridad Critica: * Prioridad Elevada: * Prioridad Media:

-Pseudomonas aeruginosa -Staphylococcus aureus -Shigella

-Enterobacteriaceae (E.coli, -Salmonella sp -Streptococcus pneumoniae

Klebsiella sp, Proteus sp) -Enterococcus faecium -Haemophilus influenzae
-Neisseria gonorrhoeae

-Acinetobacter baumannii




Introduccion

Agentes terapéuticos
que generan menos
resistencia
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PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS
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Antimicrobiana accion
* (Carganeta Interaccion del PAM con
 Hidrofobicidad las membranas de los

patogenos




Introduccion

Absorcidon de hierro

Antioxidante

Inmunomoduladora

Antiparasitaria

Anti-inflamatoria

Antifungica




Introduccion LACTOFERRICINA BOVINA

7YFKCRRWQWRMKKLGAPSITCVRRAF4 Estructura de LfcinB

REGION N-
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Introduccion

MECANISMO DE ACCION PROPUESTO DEL MOTIVO

MINIMO DE LfcinB
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Caracter catidnico: Unidn a 4cido teicoico (Gram positivas) y lipopolisacaridos (Gram negativas)




Antecedentes

. ESTUDIOS DEL GRUPO DE
INVESTIGACION SAMP
Cédigo del Péptido Secuencia del Péptido CMI (M) CMB (pM) Cepa % Hemolisis
203 203 E. coli 25922
Lfcin B (20-25) RRWQWR 203 >203 P. aeruginosa 27853 1
203 >203 S. aureus 25923
6 11 E. coli 25922
Lfcin B (20-25), (RRWQWR),K-Ahx 23 91 P. aeruginosa 27853 1-4
91 91 S. aureus 25923
. ) 4-22 4-22 E. coli 25922
LfcinB (20-25), ((RRWQWR),K-Ahx-C), 11 22 P. aeruginosa 27853 14-22
22 44 S. aureus 25923
17-27 34 E. coli 25922
LfcinB (21-25),, RWQWRWQWR 67 135 P. aeruginosa 27853 7-19
135 >135 S. aureus 25923




Antecedentes

, ACTIVIDAD
ANTIBACTERIANA

Péptido Secuencia CMI (pM) Cepa

LFB-RW RRWWWRWRRW 8.8 E. coli ATCC 25922

LFB-KW KKWWWKWKKW 7.2 E. coli ATCC 25922
Tritrp3-Arg VRRFAWWWAFLRR 2 E. coli ATCC 25922
Tritrp3-Lys VKKFAWWWAFLKK 2 E. coli ATCC 25922
Tritrp8—Arg VRRFPWWWAFLRR 2-4 E. coli ATCC 25922
Tritrp8—-Lys VKKFPWWWAFLKK 4 E. coli ATCC 25922




Antecedentes

ACTIVIDAD HEMOLITICA

Concentracién del péptido

Péptido Secuencia (ng/mL) % Hemdlisis
Tritrpticin VRRFPWWWPFLRR 100 37
TRK VKKFPWWWPEFLKK 100 0
SYM11 RRFPWWWPFRR 100 24
SYM11KK KKFPWWWPEFKK 100 0




Pregunta Problema

Disminuir costos

Afectar la actividad
antibacteriana

RRWQWR
(RRWQWR),K-Ahx
(RRWQWR),K-Ahx-C,
RWQWRWQWR

!

KKWQWK
(KKWQWK),K-Ahx
(KKWQWK),K-Ahx-C,
KWQWKWQWK

Reducir la actividad
hemolitica




Objetivos

Objetivo general

» Evaluar la actividad antibacteriana de péptidos derivados de LfcinB(20-25) que presentan
sustituciones de Arginina por Lisina, contra las cepas de S. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 25922 y P.

aeruginosa ATCC 27853.
Objetivos especificos

» Determinar la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracién Minima Bactericida (CMB)
de los péptidos sintéticos contra las cepas S. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 25922 y P. aeruginosa
ATCC 27853.

= Calcular la actividad hemolitica de los péptidos sintéticos derivados de LfcinB.

* Realizar la curva de letalidad para el péptido andlogo que presente mayor actividad antibacteriana y

menor actividad hemolitica contra las cepas ATCC mencionadas.




Metodologia

PEPTIDOS
Cddigo Secuencia
LfcinB(20-25) RRWQWR
LfcinB(20-25), (RRWQWR),K-Ahx
LfcinB(20-25), (RRWQWR),K,-Ahx,-C,
LfcinB(21-25),,, RWQWRWQWR
Cédigo Secuencia
(R>K) | fcinB(20-25) KKWQWK
(R>K) LfcinB(20-25), (KKWQWHK),K-Ahx
(R>K) | fcinB(20-25), (KKWQWK),K,-Ahx,-C,
(R>K) | fcinB(21-25),, KWQWKWQWK




Metodologia TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS

Staphylococcus aureus ATCC 25923

ETAPA 1 Escherichia coli ATCC 25922
Actividad Antibacteriana
CMly CMB ‘domonas aeruginosa ATCC 27853
KKWQWK
ETAPA 2 (KKWQWK),K-Ah
. ’os ,K-Ahx
Actividad Hemolitica Q
(KKWQWK),K,-Ahx,-C,
KWQWKWQWK

-Escherichia coli ATCC 25922
ETAPA 3 (KKWQWK),K-Ahx -Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Curvas de Letalidad

(KKWQWK),K, -Ahx,-GG—> _Staphylococcus aureus ATCC 25923




ETAPA 1

OBJETIVO 1:
Determinar la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) y la
Concentracién Minima Bactericida (CMB) de los péptidos

sintéticos contra las cepas S. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC

25922 y P. aeruginosa ATCC 27853.




Metodologia

0,117

0,114

CONCENTRACION MiNIMA INHIBITORIA

200 100 50 pug/mL | 25 ug/mL | 12,5 6,25 Control | Control | CT CcC
pg/mL | wgimt pgimi | pgimb | (+) )
Rep 1 0,117 0,883 0,907 0,967 0,956 0,963 0,129 0,792 0,115 0,941
Rep 2 0,114 0,882 0,913 0,959 0,940 0,971 0,140 0,792 0,119 0,951

Control Técnica (CT) : Caldo MH + Agua Peptonada
Control Crecimiento (CC): Caldo MH + inoculo

Control Positivo (+): Caldo MH + Inoculo + Antibidtico
Control Negativo (-): Caldo MH + Inoculo + Agua destilada

0,129
CMI: 200 pg/mL

0,140



Metodologia CONCENTRACION MiNIMA BACTERICIDA

Agitar la placa multipozos ] .

Sembrar con asa estéril las
concentraciones donde no se Incubar por 24 h a 37°C
observe crecimiento

CMB: 200 pg/mL




Resultados

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

E. coli ATCC 25922

T . Ml /CMB
cédigo Secuencia ¢ (}i,\c,l)
LfcinB (20-25) RRWQWR 203/>203
(R>K) fcinB(20-25) KKWQWK 222/222
LfcinB (20-25), (RRWQWR),K-Ahx 6/11
(R>K) LfcinB (20-25), (KKWQWK),K-Ahx 24/24
LfcinB (20-25), (RRWQWR),K, -Ahx, -C, 11/11
(R>K) L fcinB (20-25), (KKWQWK),K, -Ahx, -C, 47147
LfcinB (21-25),, RWQWRWQWR 17/34
(R>K) LfcinB (21-25) KWQWKWQWK 36/36




Resultados

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

P. aeruginosa ATCC 27853

T . cMml [ CMB
Caédigo Secuencia ( }i M)
LfcinB (20-25) RRWQWR 203/>203
(R>K) LfcinB(20-25) KKWQWK >222/[>222
LfcinB (20-25), (RRWQWR),K-Ahx 23/91
(R>K) | fcinB (20-25), (KKWQWHK),-K-Ahx 48/95
LfcinB (20-25), (RRWQWR),K, -Ahx, -C, 11/22
(R>K) LfcinB (20-25), (KKWQWK),K, -Ahx, -C, 47147
LfcinB (21-25),, RWQWRWQWR 67/135
(R>K) LfcinB (21-25) KWQWKWQWK 143/143




Resultados
. ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

S. aureus ATCC 25923

T . CMI /CMB
Cédigo Secuencia ( Iﬁ M)
LfcinB (20-25) RRWQWR 203/>203
(R>K) LfcinB(20-25) KKWQWK >222/[>222
LfcinB (20-25), (RRWQWR),K-Ahx 91/91
(R>K) | fcinB (20-25), (KKWQWK),-K-Ahx >95/>95
LfcinB (20-25), (RRWQWR),K, -Ahx, -C, 22/44
(®>K) LfcinB (20-25), (KKWQWK),K, -Ahx, -C, 47147
LfcinB (20-25),, RWQWRWQWR 135/>135
(R>K) LfcinB (20-25),,, KWQWKWQWK 143/>143




Conclusion Etapa 1

* La actividad antibacteriana de los péptidos sustituidos con Lys se mantuvo, al comparar los

resultados de CMI/CMB de los péptidos originales, con respecto a los resultados de sus analogos.

CMI/CMB (uM)

Péptido E. coli ATCC 25922 P. aeruginosa ATCC 27853 S. aureus ATCC 25923
LfcinB (20-25) 203/>203 203/>203 203/>203
(R>K) | fcinB (20-25) 222/222 >222/>222 >222/[>222
LfcinB (20-25), 6/11 23/91 91/91
(R>K) | fcinB (20-25), 24/24 48/95 >95/>95
LfcinB (20-25), 1/11 11/22 22/44
(R>K) LfcinB (20-25), 47/47 47147 47147
LfcinB (21-25),,, 17/34 67/135 135/>135
(R>1) LfcinB (21-25) 36/36 143143 143/>143




ETAPA 2

OBJETIVO 2:

Calcular la actividad hemolitica de los péeptidos sinteticos

derivados de LfcinB.




Metodologia

Sangre
periférica

==

Centrifugar a 2500 rpm
durante 5 min

ACTIVIDAD HEMOLITICA

/S my g &

100 pL de eritrocitos (4% de

hematocrito)

= |

Medir absorbancia del
sobrenadante (540 nm)

incubar a 37°C por 2h

100 L del péptido
(200 hasta 6,2 pg/mL)

/T

% Hemdlisis= (Abs Péptidoo-Abs NaCl)

*100

(Abs Agua destilada—Abs Nadl)

Controles:
v Solucién Salina 0,9%
v' Agua destilada




Resultados ACTIVIDAD HEMOLITICA

Mondmeros Dimeros
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Resultados ACTIVIDAD HEMOLITICA

Tetrameros Palindromos
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ETAPA 3

OBJETIVO 3:

Realizar la curva de letalidad para el péptido andlogo que
presente mayor actividad antibacteriana y menor actividad

hemolitica contra las cepas ATCC mencionadas.




Metodologia

CURVAS DE LETALIDAD O MUERTE

-Escherichia coli ATCC 25922

- — >
(KKWQWK),K-Ahx -Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

(KKWQWK)4K ,-Ahx,-C,— -Staphylococcus aureus ATCC 25923

‘ (Bioscreen ()

N

270 uL péptido (caldo MH). 30 uL Indculo ajustado
0,5CMI, CMI, 2CMI 5 X 105 UFC/mL

- Incubar 37°C
| |I» Por 48 hrs |I»

Lectura Abs (600
nm) cada hora
(Bioscreen C)

Controles:
v Caldo MH
v' Cepa




Tetramero con sustitucion de

Resultados Arginina por Lisina, contra cepa ATCC
de S.aureus 25923

& LfcinB (20-25),
2.0

15

=2CMI: 400 pg/mL (94 pM)

= CMI: 200 pg/mL(47 uM)
%CMI:100 pg/mL (24 uM)
CMH

Abs (630 nm)
|_\
o

Cepa

0.5
Vancomicina

0.0
1 6 11 16 21 26 31 36 41 46

Tiempo (horas)




Resultados

Péptido Cepa ATCC Efecto (uM)
Bacteriostatico Bactericida
(R>K)LfcinB(20-25), E. coli 25922 24 i
(R>0)LfcinB (20-25), P. aeruginosa 27853 24 48
(R>K)LfcinB (20-25), S. aureus 25923 24 47




Conclusiones

Bacterias Gram Negativas
(R->K)fcinB (20-25)2

(R>KILfcinB (20-25)a
(R>K) fcinB (20-25)pal

\

PEPTIDOS PROMISORIOS

% hemolisis

v

Amplio Espectro

(R>K)fcinB (20-25)4

Pregunta
Problema

I

Bacteriostaticos y bactericidas
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MEMBRANA DE BACTERIAS GRAM POSITIVAS Y GRAM NEGATIVAS
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ESTRUCTURA DE LOS AMINOACIDOS

HN_
o /\/\Hk \/\/\‘/U\ W
H,N
OH NH,
Triptofano (W) Arginina (R) Lisina (|() Glutamlna (Q) Cisteina (C)
0 CHy O CH; O OH O
OH HsC :
HsC OH OH HaC OH
NH, NH, NH, NH->
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Serina (S) Prolina (P) Glicina (G) Leucina (L) Metionina (M)
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SINTESIS DE PEPTIDOS

NH,
e FASE «
SOLIDA

Enlace Peptidico

L ROROR0R0R020

RRWQWR

A A A A
Q CLIVAJE ]
‘ 4 PEPTIDO [
\ 4 A 4 A\ 4 A 4
e PURIFICACION PEPTIDO ‘:éA
Cromatografia: A\ 4
ORPa-Holsng i 44>




PeptideSynthetics

@®@®8 0 Peptide Protein Research Ltd.

Home Peptide Synthesiz Service FAQs Delivery Publications

Peptide Mass Calculator

Use this handy calculator to work out the mass of your amino acid sequence. It
handles n-terminal modifications, cxidized cysteines and phosphorylated amino
acids.

Type a * following an s, T or ¥ for phosphorylated amino acids.

Sequence Results

Sequence (4 amino acids)
RLLR

Mass
555.708 (av.)
P 555.386 (mono.)

Characteristics
* Cys reduced
- * N-term free
¥ - Amide * C-term amide

) N-Biotin

®
() H-Aoetyl
@]
O

) N-Flusrescein

T Pre——

Copyright @ 1996 Ronald C. Begvis. Lipdated by Dominic Winsor Sept 2002, and Claire Council
14

Jaobs

About Us Contact Us

‘Who are PPR?
Find out more about us.

Our service

If you have any questions please
check our FAQ page.

In-house synthesis

All peptides ordered from us are
synthesized by us in our
|laboratories. We do not outsource
any peptide synthesis. .

— Frequently asked questions

Jobs with PPR

‘We are always keen to hear from

prospective candidates.
— Submit a CV

http://www.peptidesynthetics.co.uk/tools/

CMI pg/mL ¥

1000 mL

PM umol




Ciprofloxacina Vancomicina

E. coli 25922: 0,2 pg/mL S. aureus 25923: 3.2 ug/mL

P. aeruginosa 27853: 0,4 pg/mL




AJUSTE DE INOCULO 5x10° UFC/mL

E. coli 25922 P. aeruginosa 27853 S. aureus 25923

Y=0,0101 + 0,0131 Y=0,0064 + 0,0053 Y=0,0071 +0,0176




Dimero con sustituciéon de Arginina
por Lisina, contra cepa ATCC de E. coli
ATCC 25922

Tiempo (horas)

Resultados CURVAS DE LETALIDAD
R->K)LfcinB (20-25),
2.0
1.5
g
%1.0
0.5
0.0 —
1 6 11 16 21 26 31 36 41 46

2CMI: 100 pg/mL (48 pM)

e CMI: 50 pg/mL (24 pM)

e 1,CMI: 25 pg/mL (12 M)

e E.coli ATCC 25922

== Ciprofloxacino




Dimero con sustituciéon de Arginina
por Lisina, contra cepa ATCC de
P.aeruginosa 27853

R->K)LfcinB (20-25),

15
\ e 2CMI: 200 pg/mL (95 uM)
CMI: 100 pg/mL (48 pMm)
1.0
— e l5,CMI: 50 pg/mL (24 pM)
£
o
(92}
e e CMH
(2]
Qo
< .
P. aeruginosa
0.5 ATCC 27853
e Ciprofloxacino
0.0
1 6 11 16 21 26 31 36 41 46

Tiempo (horas)




