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Introducción
Resistencia 

Antibacteriana

Está aumentando rápidamente 
en todo el mundo 

Sistema Mundial de Vigilancia 
Antimicrobiana 

Organización Mundial de la Salud. 2018 3

• Prioridad Crítica: 
-Pseudomonas aeruginosa
-Enterobacteriaceae (E.coli, 
Klebsiella sp, Proteus sp)
-Acinetobacter baumannii

• Prioridad Elevada: 
-Staphylococcus aureus
-Salmonella sp
-Enterococcus faecium
-Neisseria gonorrhoeae

• Prioridad Media:
-Shigella
-Streptococcus pneumoniae
-Haemophilus influenzae



Introducción PÉPTIDOS ANTIMICROBIANOS
(PAMs)

Actividad 
Antimicrobiana

• Carga neta
• Hidrofobicidad

Interacción del PAM con 
las membranas de los 

patógenos

Gonzalez. Rev Cubana Med. 2017; Castañeda. Rev Artemisa. 2009 

Mecanismo de 
acción
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Agentes terapéuticos 
que generan menos 

resistencia

PAMs



Farnaud. Molecular Inmunology. 2003

Introducción
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LACTOFERRINA 
BOVINA

Antiparasitaria

Anti-inflamatoria

Antifúngica

Inmunomoduladora

Antioxidante

Absorción de hierro

Antiviral

Antibacteriana



17FKCRRWQWRMKKLGAPSITCVRRAF41

LACTOFERRINA BOVINA
REGIÓN N-
TERMINAL

Introducción LACTOFERRICINA BOVINA 

A

B

Estructura de LfcinB

HIDRÓLISIS
PEPSINA GÁSTRICA

6Farnaud. Molecular Inmunology. 2003



MECANISMO DE ACCIÓN PROPUESTO DEL MOTÍVO 
MÍNIMO DE LfcinB

Introducción

Farnaud. Molecular Inmunology. 2003 7

Carácter catiónico: Unión a ácido teicoico (Gram positivas) y lipopolisacáridos (Gram negativas)



Código del Péptido Secuencia del Péptido CMI (µM) CMB (µM) Cepa % Hemólisis

Lfcin B (20-25) RRWQWR
203
203
203

203
>203
>203

E. coli 25922
P. aeruginosa 27853

S. aureus 25923
1

Lfcin B (20-25)2 (RRWQWR)2K-Ahx
6
23
91

11
91
91

E. coli 25922
P. aeruginosa 27853

S. aureus 25923
1-4

LfcinB (20-25)4 ((RRWQWR)2K-Ahx-C)2

4-22
11
22

4-22
22
44

E. coli 25922
P. aeruginosa 27853

S. aureus 25923
14-22

LfcinB (21-25)pal RWQWRWQWR
17-27

67
135

34
135

>135

E. coli 25922
P. aeruginosa 27853

S. aureus 25923
7-19
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ESTUDIOS DEL GRUPO DE 
INVESTIGACIÓN SAMP

Antecedentes

León. Biomed Res Int. 2015; Huertas. Molecules. 2017; Vargas. Molecules. 2017;Vargas. RSC Adv. 2019



Péptido Secuencia CMI (µM) 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

9Chen. Am J Vet Res. 2003; Arias. Biomolescules. 2018. Hurtado. Med Vet Zoot. 2015

Antecedentes
ACTIVIDAD 

ANTIBACTERIANA



Péptido Secuencia
Concentración del péptido 

(µg/mL)
% Hemólisis 

Tritrpticin VRRFPWWWPFLRR 100 37

TRK VKKFPWWWPFLKK 100 0

SYM11 RRFPWWWPFRR 100 24

SYM11KK KKFPWWWPFKK 100 0

Yang.  FEBS Letters. 2003 10

Antecedentes

ACTIVIDAD HEMOLÍTICA



Pregunta Problema

Disminuir costos
Afectar la actividad 

antibacteriana

Reducir la actividad 
hemolítica

11

RRWQWR

(RRWQWR)2K-Ahx

(RRWQWR)2K-Ahx-C2

RWQWRWQWR

KKWQWK

(KKWQWK)2K-Ahx

(KKWQWK)2K-Ahx-C2

KWQWKWQWK



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 específicos

 Determinar la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) y la Concentración Mínima 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 hemolítica de los péptidos sintéticos derivados de LfcinB.

 Realizar la curva de letalidad para el péptido análogo que presente mayor actividad antibacteriana y

menor actividad hemolítica contra las cepas ATCC mencionadas.

Objetivos

12



Código Secuencia

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

(R->K) LfcinB(20-25)2 (KKWQWK)2K-Ahx

(R->K) LfcinB(20-25)4 (KKWQWK)4K2-Ahx2-C2

(R->K) LfcinB(21-25)pal KWQWKWQWK

Metodología
PÉPTIDOS

13Grupo de investigación SAMP de la Universidad Nacional

Código Secuencia

LfcinB(20-25) RRWQWR

LfcinB(20-25)2 (RRWQWR)2K-Ahx

LfcinB(20-25)4 (RRWQWR)4K2-Ahx2-C2

LfcinB(21-25)pal RWQWRWQWR



Staphylococcus aureus ATCC 25923

Escherichia coli ATCC 25922 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

ETAPA 1
Actividad Antibacteriana
CMI y CMB

ETAPA 2
Actividad Hemolítica

ETAPA 3
Curvas de Letalidad

Metodología TÉCNICAS Y PROCEDIMIENTOS
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KKWQWK

(KKWQWK)2K-Ahx

(KKWQWK)4K2-Ahx2-C2

KWQWKWQWK

(KKWQWK)2K-Ahx

(KKWQWK)4K2 -Ahx 2 -C2 -Staphylococcus aureus ATCC 25923

-Escherichia coli ATCC 25922 
-Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853



ETAPA 1

OBJETIVO 1:

Determinar la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) y la

Concentración Mínima Bactericida (CMB) de los péptidos

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

25922 y P. aeruginosa ATCC 27853.

15



Control Técnica (CT) : Caldo MH + Agua Peptonada
Control Crecimiento (CC): Caldo MH + inoculo
Control Positivo (+): Caldo MH + Inoculo + Antibiótico
Control Negativo (-): Caldo MH + Inoculo + Agua destilada

CLSI. Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria That Grow Aerobically. 2012

Metodología CONCENTRACIÓN MÍNIMA INHIBITORIA

16

CTCN

200 

µg/mL
100 
µg/mL

50 µg/mL 25 µg/mL 12,5 
µg/mL

6,25 
µg/mL

Control 
(+)

Control 
(-)

CT CC

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

0,117

0,114

0,129

0,140

CP

CN CT

CC

200

µg/mL

6,25

µg/mL

200

µg/mL
6,25

µg/mL

CMI: 200 µg/mL



NCCLS. Methods for Determining Bactericidal Activity of Antimicrobial Agents. 1999 – Quintana. Rev Med Hered. 2005

Metodología CONCENTRACIÓN MÍNIMA BACTERICIDA

Agitar la placa multipozos
Sembrar con asa estéril las 

concentraciones donde no se 
observe crecimiento

Incubar por 24 h a 37oC

17

CMB: 200 µg/mL



E. coli ATCC 25922

Código Secuencia
CMI / CMB

(µM)

LfcinB (20-25) RRWQWR 203/>203

(R->K) LfcinB(20-25) KKWQWK 222/222

LfcinB (20-25)2 (RRWQWR)2K-Ahx 6/11 

(R->K) LfcinB (20-25)2 (KKWQWK)2K-Ahx 24/24

LfcinB (20-25)4
(RRWQWR)4K2 -Ahx2 -C2 11/11

(R->K) LfcinB (20-25)4
(KKWQWK)4K2 -Ahx2 -C2 47/47

LfcinB (21-25)pal RWQWRWQWR 17/34

(R->K) LfcinB (21-25)pal KWQWKWQWK 36/36

Resultados
ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA
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P. aeruginosa ATCC 27853 

Código Secuencia
CMI / CMB

(µM)

LfcinB (20-25) RRWQWR 203/>203

(R->K) LfcinB(20-25) KKWQWK >222/>222

LfcinB (20-25)2 (RRWQWR)2K-Ahx 23/91

(R->K) LfcinB (20-25)2 (KKWQWK)2-K-Ahx 48/95

LfcinB (20-25)4 (RRWQWR)4K2 -Ahx2 -C2 11/22

(R->K) LfcinB (20-25)4 (KKWQWK)4K2 -Ahx2 -C2 47/47

LfcinB (21-25)pal RWQWRWQWR 67/135

(R->K) LfcinB (21-25)pal KWQWKWQWK 143/143

Resultados
ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA
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S. aureus  ATCC 25923 

Código Secuencia
CMI / CMB

(µM)

LfcinB (20-25) RRWQWR 203/>203 

(R->K) LfcinB(20-25) KKWQWK >222/>222

LfcinB (20-25)2 (RRWQWR)2K-Ahx 91/91

(R->K) LfcinB (20-25)2 (KKWQWK)2-K-Ahx >95/>95

LfcinB (20-25)4 (RRWQWR)4K2 -Ahx2 -C2 22/44

(R->K) LfcinB (20-25)4 (KKWQWK)4K2 -Ahx2 -C2 47/47

LfcinB (20-25)pal RWQWRWQWR 135/>135

(R->K) LfcinB (20-25)pal KWQWKWQWK 143/>143

Resultados

20

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA



Conclusión 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 análogos.

CMI/CMB (µM)

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

LfcinB (20-25) 203/>203 203/>203 203/>203 

(R->K) LfcinB (20-25) 222/222 >222/>222 >222/>222

LfcinB (20-25)2 6/11 23/91 91/91

(R->K) LfcinB (20-25)2 24/24 48/95 >95/>95

LfcinB (20-25)4 11/11 11/22 22/44

(R->K) LfcinB (20-25)4 47/47 47/47 47/47

LfcinB (21-25)pal 17/34 67/135 135/>135

(R->K) LfcinB (21-25)pal 36/36 143/143 143/>143

21Chen et al. Am J Vet Res. 2003; Arias et al. Biomolecules. 2018



ETAPA 2

OBJETIVO 2:

Calcular la actividad hemolítica de los péptidos sintéticos

derivados de LfcinB.

22



100 µL del péptido
(200 hasta 6,2 µg/mL)

100 µL de eritrocitos (4% de 
hematocrito) 

incubar a 37°C por 2h

Centrifugar a 2500 rpm 
durante 5 min

Medir absorbancia del 
sobrenadante (540 nm)

Sangre 
periférica

% Hemólisis= (Abs Péptidoo-Abs NaCl)
_________ ____________          *100 
(Abs Agua destilada–Abs NaCl)

Controles: 
 Solución Salina 0,9% 
 Agua destilada

Solarte. Rev Biomed. 2015

Metodología ACTIVIDAD HEMOLÍTICA
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ACTIVIDAD HEMOLÍTICAResultados
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Dímeros
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24Yang. FEBS. 2003
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ACTIVIDAD HEMOLÍTICAResultados
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(R->K)LfcinB(20-25)pal
LfcinB(20-25)palLfcinB(20-25)4 (R->K)LfcinB(20-25)4



ETAPA 3

OBJETIVO 3:

Realizar la curva de letalidad para el péptido análogo que

presente mayor actividad antibacteriana y menor actividad

hemolítica contra las cepas ATCC mencionadas.

26



30 uL Inóculo ajustado
5 x 105 UFC/mL

Incubar 37oC
Por 48 hrs

(Bioscreen C)

270 uL péptido (caldo MH). 
0,5CMI, CMI, 2CMI Controles:

 Caldo MH
 Cepa 

NCCLS. Methods for Determining Bactericidal Activity of Antimicrobial Agents. 1999

Metodología
CURVAS DE LETALIDAD O MUERTE

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

(KKWQWK)2K-Ahx

(KKWQWK)4K 2 -Ahx 2 -C2 -Staphylococcus aureus ATCC 25923

-Escherichia coli ATCC 25922 
-Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

27
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Resultados Tetrámero con sustitución de 
Arginina por Lisina, contra cepa ATCC 
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Péptido Cepa ATCC Efecto (µM)

Bacteriostático Bactericida

(R->K)LfcinB(20-25) 2 E. coli 25922 24 -

(R->K)LfcinB (20-25) 2 P. aeruginosa 27853 24 48

(R->K)LfcinB (20-25) 4 S. aureus 25923 24 47

Vargas et al. RSC Adv. 2019 29

Resultados
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PÉPTIDOS PROMISORIOS

Bacterias Gram Negativas Amplio Espectro
(R->K)LfcinB (20-25)2

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

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

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

Bacteriostáticos y bactericidas

% hemólisis

Pregunta 
Problema

Conclusiones
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MEMBRANA  DE BACTERIAS GRAM POSITIVAS Y GRAM NEGATIVAS
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ESTRUCTURA DE LOS AMINOÁCIDOS

Triptófano (W) Arginina (R) Lisina (K) Glutamina (Q) Cisteína (C)

Fenilalanina (F) Valina (V) Alanina (A) Isoleucina (I) Treonina (T)

Metionina (M)Serina (S) Prolina (P) Glicina (G) Leucina (L)

36



Arginina Lisina

Guanidino

Amino



1

2

3

NH2
RRWQWR

SÍNTESIS DE PÉPTIDOS

R W RQ RW

CLIVAJE

PÉPTIDO

Enlace Peptídico

FASE 
SÓLIDA

PURIFICACIÓN

Cromatografía:
RP-HPLC

PÉPTIDO



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

CMI μg/mL 1000 mL

PM μmol
X



Ciprofloxacina Vancomicina

S. aureus 25923: 3.2 µg/mLE. coli 25922:  0,2 µg/mL

P. aeruginosa 27853: 0,4 µg/mL



AJUSTE DE INÓCULO 5x105 UFC/mL

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

Y= 0,0101 + 0,0131 Y= 0,0071 + 0,0176 Y= 0,0064 + 0,0053
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Resultados CURVAS DE LETALIDAD Dímero con sustitución de Arginina 
por Lisina, contra cepa ATCC de E. coli

ATCC 25922
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