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Actividad antifungica in vitro de péptidos analogos derivados de LL-37

contra levaduras del género Candida

RESUMEN

La candidiasis es una de las infecciones mas frecuentes en pacientes hospitalizados
0 con alteraciones en su sistema inmunoldgico, actualmente se ha convertido en
una problematica creciente debido a la resistencia adquirida por las levaduras del
género Candida a diferentes antifingicos utilizados en el tratamiento de esta
micosis. Como alternativa terapéutica han sido estudiados en las ultimas décadas
varios péptidos antimicrobianos con el fin de investigar nuevos tratamientos de

amplio espectro, especialmente para levaduras productoras de biopeliculas.

Este es el caso de Candida albicans, una levadura comensal que hace parte del
microbiota del ser humano, pero que en pacientes inmunosuprimidos puede causar
infecciones cutaneas, subcutaneas y sistémicas, con el agravante de presentar
resistencia en algunos casos a la terapia convencionalmente usada para su

tratamiento. Los péptidos antimicrobianos estan presentes en animales, plantas y

16



otros microorganismos, haciendo parte del sistema inmune innato. La catelicidina
humana LL37, péptido antimicrobiano cationico, es una molécula que contiene tanto

un dominio catelina como un dominio C-terminal antimicrobiano.

Basados en lo anterior, se realizO un estudio de tipo cuantitativo; estudios
descriptivos y explicativos en donde se utilizaron tres cepas, dos de ellas
correspondientes a Candida albicans y una correspondiente a una cepa proveniente
de candidiasis recurrente, probando en cada una de ellas cinco concentraciones
distintas de péptidos analogos de LL-37 como: AC-1, LL-37,1, AC-2 y D,
evidenciando su poder inhibitorio mediante las curvas de crecimiento obtenidas en

el equipo BioScreen C.

Teniendo en cuenta los cuatro péptidos utilizados, se demostré que los péptidos
AC-1 y D evidenciaron una actividad inhibitoria significativa en las tres cepas
incluidas en el estudio; con respecto a los otros péptidos, cabe resaltar que LL-37,1
tuvo una excelente capacidad inhibitoria en la cepa Candida albicans 256.

Palabras clave: Candida albicans, péptido antimicrobiano, curvas de crecimiento,

catelicidina humana LL37.
Estudiantes: Gabriel German Chaves Alfonso, Yenifer Tatiana Coronado Ladino.

Docentes: Julian Esteban Mufioz Henao PhD, Gladys Pinilla Bermudez Bac. M.Sc

Institucion: Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca.
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1. INTRODUCCION

Las infecciones fungicas son un grupo de enfermedades en aumento progresivo en
las ultimas décadas, con una morbimortalidad considerable, en algunos casos la
profilaxis de pacientes inmunosuprimidos o criticos han convertido la resistencia en

un problema serio y creciente, se estima que en Colombia en el 2017

hubo 753.000 casos de infecciones fangicas, de los cuales aproximadamente
600.000 casos fueron de Candidiasis, 130.000 casos de Aspergilosis y 16.000 casos

de infecciones oportunistas asociadas a pacientes con HIV (1).

El género de levaduras Candida cuenta con aproximadamente 200 especies
algunas de ellas se encuentran normalmente como organismos comensales en las
superficies mucosas y cutaneas de todo el cuerpo humano. Sin embargo, un
subconjunto de especies se asocia con enfermedades, que incluyen a C. albicans,
C. auris, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. kefyr, C.

guilliermondii, C. lusitania, C. haemulonii y C. dubliniensis (2) (3).

Las infecciones mucocutaneas de Candida a menudo son leves o auto limitantes,
como la candidiasis oral y vaginal. Sin embargo, estas infecciones superficiales
pueden asociarse con una morbilidad significativa, como en las candidiasis
mucocutaneas cronicas (CMC) y la candidiasis vaginal recurrente, ademas las
especies de Candida causan dafios potencialmente fatales en la infeccidon

sistémica, donde las tasas de mortalidad se informan hasta en un 80%. (4)

Aunque C. albicans sigue siendo la especie mas frecuentemente aislada, la
prevalencia de especies de Candida no albicans (NAC) estd en aumento. Los
factores de riesgo para la candidiasis varian segun la especie. Por ejemplo, C.
glabrata esta particularmente asociada con la candidiasis bucal en ancianos vy
usuarios de dentaduras postizas, mientras que C. dubliniensis se aisla con

frecuencia en individuos VIH + / SIDA y con muguet oral. Los neonatos, los
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receptores de trasplantes y los pacientes que reciben nutricion parenteral tienen un
mayor riesgo de infeccidn por C. parapsilosis en comparacion con otras especies
de Candida. Ademas, las diferencias geograficas en la prevalencia de las especies
de Candida son evidentes. C. albicans y C. glabrata son prominentes en América
del Norte y Europa, mientras que C. tropicalis es tipicamente la especie de Candida

mas frecuentemente aislada en India y América Latina (5).

El aumento mundial de las infecciones por hongos conlleva un incremento
proporcional a la resistencia contra los medicamentos antimicéticos (6). De forma
preocupante, se ha detectado resistencia a los farmacos antimicéticos para todas
las especies de Candida clinicamente relevantes hasta cierto punto. Ademas, el
patron de resistencia a los farmacos antimicoticos difiere entre las especies de
Candida, lo que dificulta el tratamiento eficaz con farmacos antifungicos apropiados.
C. glabrata presenta resistencia a las clases mas comunes de drogas, azoles y
equinocandinas y Candida krusei que presenta una resistencia intrinseca a los

azoles (7).

Las razones que subyacen a las diferencias en la prevalencia de las especies de
Candida y la resistencia a los medicamentos antimicéticos no estan claras. Sin
embargo, las especies de Candida son heterogéneas, por lo que la comprension de
sus diferencias filogenéticas puede ayudar a explicar, y finalmente abordar, estas

disparidades. (4)

La resistencia presentada por las levaduras del género Candida frente a un gran
namero de antimicoticos, aumenta la necesidad de implementar nuevas alternativas
de terapia antifngica que permitan dar solucién a esta probleméatica, una de estas
alternativas es el uso de péptidos antimicrobianos que puedan poseer un efecto

fungicida contra esta levadura de importancia clinica.

Los péptidos antimicrobianos (AMPs) son moléculas encontradas en
microorganismos, virus, plantas y animales de diversas jerarquias taxonomicas, se

caracterizan por afectar diferentes estructuras de microorganismos patogénicos,
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entre ellos bacterias, hongos y parasitos, poseen propiedades inmunomoduladoras
directas o indirectas, estas ultimas se dan cuando el péptido antimicrobiano lisa o
rompe la estructura de determinado microorganismo liberando antigenos presentes
en los mismos, los cuales inducen una respuesta inmunoldgica o proinflamatoria

contra dicho microorganismo (8).

Hasta el momento, se han identificado més de 2.500 péptidos de este tipo, con una
gama de estructuras primarias y secundarias. No obstante, estos péptidos
comparten ciertos puntos en comun, tales como su carga positiva global debido a
un exceso en residuos de aminoacidos Arg y Lys, y la presencia de ~ 50% de
aminoacidos hidréfobos dentro de su secuencia que permiten interacciones con
membranas y posterior translocacion en células. Recientemente se ha encontrado
que un subconjunto de estos péptidos y sus derivados sintéticos actian como
potentes inhibidores de biofilms microbianos que estan asociados con la mayoria

(aproximadamente dos tercios) de las infecciones en seres humanos. (9)

LL-37 es el unico miembro de la familia de catelicidina humana de AMPSs, se
almacena en los granulos de los neutréfilos como un propéptido inactivo, que se
escinde extracelularmente para producir el péptido maduro activo. Ademas de
exhibir un amplio espectro de actividad antimicrobiana contra bacterias y hongos,
LL-37 tiene otras actividades relacionadas con la defensa del huésped, incluida la
migracion quimiotactica, la neutralizacion de endotoxinas, la angiogénesis y la

curacion de heridas.(10)

Una de las funciones del péptido LL-37 en las que se ven destacadas sus
caracteristicas intrinsecas antimicrobianas y su rol en la modulacién de la respuesta
inmune innata es el caso de los pacientes con psoriasis, donde los agregados de
ADN autélogo junto con péptidos antimicrobianos como catelicidina LL37 favorecen
la activacion de las células dendriticas plasmocitoides y la produccion de IFN-
gamma, importante citocina proinflamatoria que participa en la activacion de

macrofagos. De este modo, la catelicidina LL37 liberada desde los queratinocitos
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desempeiia un papel fundamental en la ruptura de la tolerancia innata y puede ser

un elemento relevante en el proceso inflamatorio psoriasico. (11)

Todas las caracteristicas mencionadas hacen del LL-37 un péptido ideal para su
utilizaciéon como plantilla en el disefio de péptidos miméticos bio informaticamente
optimizados que podrian ser empleados como estrategia para inhibir la
conglomeracién de microorganismos dispuestos en estructuras rigidas como
biopeliculas. El grupo de investigacion REMA, dentro del cual se realiza esta
investigacion, en estudios previos, disefio mediante herramientas de bioinformética
un péptido analogo al LL-37. Por lo cual, en el presente trabajo se planted el analisis
del efecto antifingico In vitro de los péptidos analogos derivados de LL-37 en

levaduras del género Candida.
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2. OBJETIVOS

2.1) OBJETIVO GENERAL

Analizar el efecto antifungico In vitro de los péptidos analogos derivados de LL-37

en levaduras del género Candida.

2.2) OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la actividad in vitro de los péptidos analogos derivados de LL-37 a través

de curvas de crecimiento en levaduras del género Candida.

Observar la capacidad de los péptidos analogos en inhibir el crecimiento de cepas

resistentes a antifiingicos, como es el caso de la Candida albicans 256.

Identificar la respuesta de la cepa resistente Candida albicans 256 frente a
Anfotericina B, antifungico de amplio espectro utilizado como tratamiento contra

micosis.
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3. JUSTIFICACION

La candidiasis invasiva (IC) es una de las patologias que se informa entre la cuarta
y séptima causa mas frecuente de infecciones del torrente sanguineo (BSI) en EE.
UU. y Europa; se asocia a una alta tasa de mortalidad, hospitalizaciones
prolongadas y altos costos de atencion en salud.(12) Frecuentemente los pacientes
mas afectados por este tipo de infeccidbn son pacientes inmunosuprimidos,
neutropénicos y pacientes de la UCI los cuales presentan colonizacién de levaduras
del género Candida formadoras de biopelicula en catéteres, dispositivos para

trasplantes entre otros (13).

La formacion de biopelicula emerge actualmente como un grave problema de
control hospitalario, ya que la biopelicula constituye un modo de proteccion y
supervivencia en un ambiente hostil. La vida de los microorganismos dentro del
biofilm proporciona una serie de beneficios en comparacién con los que se
encuentran en un modo de vida libre. Dentro de las especies de Candida; C.
albicans posee una excelente capacidad para formar biopeliculas en dispositivos
médicos y superficies de tejidos los cuales son extremadamente dificiles de
erradicar, debido a la capacidad de supervivencia a ambientes extremos
otorgandoles cierto grado de resistencia a los distintos antimicéticos utilizados para

eliminar su formacién, generando consecuencias nefastas a los pacientes. (14)

La presente investigacion tuvo por objetivo determinar la actividad antimicrobiana
del péptido LL-37 contra levaduras del género Candida. Esta investigacion, se
realizé con el apoyo del grupo REMA y complementara las tematicas planteadas
por este, con respecto al aporte de nueva informacion acerca de nuevas alternativas
terapéuticas que podrian ser utilizadas en pacientes con candidiasis sistémica,
siendo esta una enfermedad cosmopolita la cual ha generado grandes
problematicas al causar un alto nUmero de casos de morbilidad y mortalidad en la

poblacion mundial. Los péptidos analogos a la catelicidina LL-37 se evaluaron con
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el propdsito de ser observados en levaduras del género Candida promoviendo la
busqueda de nuevas alternativas terapéuticas contra una de las principales micosis

humanas.
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4. ANTECEDENTES

4.1) ESTADO DEL ARTE

Numerosos estudios han evaluado la capacidad que tienen los péptidos contra
levaduras del género Candida, debido a las innumerables cifras que se han descrito
acerca de la resistencia frente a los antifangicos utilizados como terapicos tales
como los azoles, polienos, equinocandinas y otros antifUngicos convencionales para
estos microorganismos, a partir de alli se genera gran expectativa por explorar

nuevas opciones de terapia antimicrobiana contra Candida spp.

Marie Kodedova y Hana Sychrova, en el afio 2017 compararon en un estudio la
potencia antifingica de cuatro péptidos relacionados estructuralmente derivados del
péptido halitinico HAL-2, aislado del veneno de la abeja silvestre Halictus sexcinctus
contra seis especies de Candida. HAL-2 y sus analogos se clasificaron como
péptidos antibacterianos eficaces contra bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas y de alta potencia contra células cancerosas in vitro, pero en este estudio
se demostré que el péptido VII tuvo un efecto inhibitorio en la mayoria de las cepas
de Candida, permeabilizando rapidamente las membranas celulares y causando la

fuga de componentes citosolicos. (15)

Scarsini M y colaboradores en el afio 2015 investigaron acerca de la actividad
antifangica in vitro de los péptidos Catelicidina LL-37 y BMAP-28 contra Candida
spp patégena, incluyendo C. albicans aislada de infecciones vaginales y C. albicans
SC5314 como cepa de referencia. La actividad antimicrobiana fue evaluada en
células plancténicas y biofiim de Candida spp utilizando técnicas como la
susceptibilidad en microdilucion y XTT (sal de tetrazol, 2,3-bis-(2-methoxi-4-nitro-5-
sulfofenil)-5-(fenilamin-carbonil-2H-tetrazol hidroxido) , en el caso de los biofilms
establecidos, se utiliz6 el conteo de unidades formadoras de colonia (UFC) y la
microscopia de fluorescencia, evidenciando la eficacia del péptido BMAP-28 en

levaduras cultivadas en estado planctonico y contra los aislados de C. albicansy C.
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krusei en fluido sintético vaginal , demostrando también una disminucion en la
formacién de biofilm en un 70-90% a una concentracion de 16 uM. Respecto al
péptido LL-37 evitd el desarrollo de la biopelicula en Candida a una concentracion
de 64 uM, inhibiendo asi la adhesion celular a superficies de poliestireno y silicona.
(16)

Maurya |I.K y colaboradores, en el afio 2013 relacionan el potencial antifangico de
tres péptidos cationicos de bajo peso molecular disefiados de novo (132, 133 e 1J4)
que contenian un aminoacido no natural a, B-dideshidrofenilalanina, frente a los
aislados clinicos sensibles y resistentes al fluconazol (FLC) de C. albicans como no
albicans y otros hongos patdgenos levaduriformes y filamentosos, utilizando
métodos como la microdilucién en caldo, generacién de Oxigeno Reactivo (ROS)
por fluorometria, apoptosis y necrosis mediante citometria de flujo y dafio a la pared
celular usando scanning y microscopia de transmision de electrones, en este caso
los tres péptidos mostraron resultados favorables tales como: un efecto en C.
albicans, incluyendo la alteracion de las estructuras de la pared celular, pérdida de
la permeabilidad de la membrana celular, asi como la acumulacion de ROS y la

induccion de la apoptosis (17)

Hao-Teng CHANG y colaboradores en el afio 2012 aportan acerca del mecanismo
de inhibicion de los péptidos LL 37 y hBD-3 (B-defensina-3 humana) frente a la
viabilidad de C. albicans y su adhesién a superficies de plastico. En este estudio se
utilizé la B-1,3-exoglucanasa Xoglp enzima de la pared celular de la levadura, que
esta involucrada en el metabolismo del B-glucano, y en consecuencia la union de
LL37 o hBD-3 a Xoglp podria causar la disminucién de la capacidad de adhesion
de la C. albicans; los analisis enzimaticos mostraron que LL37 y hBD-3 aumentaron
la actividad B-1,3-exoglucanasa de Xoglp aproximadamente 2 veces. Por lo tanto,
la actividad elevada de Xog 1p podria comprometer la integridad de la pared celular

y disminuir la adhesion de C. albicans. (18)
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5. MARCO CONCEPTUAL

5.1) GENERALIDADES DE LEVADURAS DEL GENERO Candida

Candida spp es un grupo de microorganismos eucariéticos con una capacidad
extraordinaria para adaptarse a diferentes ambientes y hospederos. Una de las
especies mas relevantes del género Candida es C. albicans, la cual posee
propiedades Unicas que le permiten un estilo de vida dual como un patégeno

comensal y oportunista para los seres humanos y otros mamiferos (19)

Esta dualidad le confiere la capacidad de un cambio morfogenético de una célula
de levadura tipica predominantemente asociada con el comensalismo,
encontrdndose en gran medida en el intestino y la vagina de hospederos
asintomaticos, a un organismo con formacion de pseudohifas asociada con
patogenicidad y hallada en muestras de tejidos invadidos incluidos los de mujeres

con candidiasis vulvovaginal (20).

A nivel estructural, el componente esquelético de la pared celular de la mayoria de
los patdégenos fungicos, incluyendo C. albicans, se basa en una estructura central
de B- (1,3) -glucano unida covalentemente a 3- (1,6) -glucano y a quitina un polimero
de N-acetilglucosamina (GIcNAc) de enlace B- (1,4). Estos polimeros forman
enlaces de hidrégeno entre las cadenas de polisacaridos adyacentes para formar
una red tridimensional resistente de microfibrillas (21). La capa externa de la pared
celular de especies de Candida consiste en manoproteinas que contienen
oligosacarido O-glicosilado y polisacaridos N- glicosilado. Ambos restos de
carbohidratos han demostrado ser importantes en las interacciones patdégeno-
huésped y virulencia. El polisacarido N-glicosilado, manano, tiene una estructura en
forma de peine unido a -1,6 y muchas cadenas laterales de oligomanosilo con un

namero bajo de grupos fosfato. (22)

En C. albicans, se sabe que la formacién de hifas promueve varios mecanismos de

virulencia, tales como: la produccion de una serie de enzimas hidroliticas dafiinas
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para los tejidos tales como proteinasas y fosfolipasas. Sin embargo, muchas
especies de Candida distintas de C. albicans tales como, C. Tropicalis, C.
parapsilosis, C. krusei, C. kefyr, C. glabrata y C. guilliermondii, también existen en
el huésped humano y pueden causar infecciones oportunistas (23), las diferentes
especies de Candida poseen la capacidad de adherirse a tejidos y proétesis del
huésped, algunas mas que otras promoviendo la formacién de biopelicula la cual
implica un fenébmeno secuencial formado por la adhesion, que es cuando la levadura

se adhiere al tejido y comienza el proceso de invasion (24).

Este fendmeno se desarrolla en cuatro etapas: 1. Adhesion y colonizacion de células
en forma de levadura (casi esféricas) a una superficie bidtica o abidtica, 2.
Crecimiento y proliferacion de células en forma de levadura para permitir la
formacién de una célula basal, 3. Crecimiento de pseudohifas (células elipsoides
unidas de extremo a extremo) e hifas extensas (cadenas de células cilindricas)
concomitantes con la produccion de la matriz extracelular, y 4. Dispersion de células
en forma de levadura del biofilm a nuevos sitios(25). El papel de la matriz es proteger
las células de Candida de células fagociticas y actuar como una barrera para los

farmacos y las sustancias toxicas (26).

PATOLOGIAS OCASIONADAS POR Candida spp

Las especies de Candida son la causa mas comun de infecciones flngicas invasivas
debido a que es una levadura que hace parte de la microbiota del hospedero y en
casos de inmunosupresion esta puede diseminarse para diferentes 6rganos y
tejidos, la infeccién fangica invasiva por Candida spp se puede presentar en
diferentes condiciones, como por ejemplo en pacientes internados en Unidades de
Cuidados Intensivos (UCI), pacientes con malignidad hematoldgica, pacientes
trasplantados, pacientes con tumores solidos, pacientes postquirdrgicos entre otros,

como puede ser observado en la Figura 1.
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Distribucion Infecciéon Fungicas Invasora (IFl)

“=a=lg =
90%

Medici Malignidad  Trasplant VIH Trasplante Tumores Post-

general hematolégica  de Médula (80) de 6rgano Sélidos quirirgicas

(1.070) (344) bsea sélido (246) (523)
(188) (272)

Figura 1 Distribucion de la infeccién flingica invasora(27)

Dentro de los factores de riesgo asociados a la candidiasis invasiva estan presentes
aguellas personas hospitalizadas, principalmente aquellos en UCI. Los neonatos
prematuros de bajo peso al nacer tienen un riesgo extraordinariamente alto de
candidemia y la incidencia més alta de candidemia ocurre en la UCI neonatal, en
estos pacientes los factores de riesgo mas comunes incluyen la presencia de un
catéter venoso central (CVC) permanente, estancia prolongada en UCI con o sin
ventilacion asistida (mayor de 3 dias), cirugia mayor reciente, pancreatitis
necrotizante, cualquier tipo de hemodidlisis y la inmunosupresion (28).

La candidiasis invasiva en muchas ocasiones tiende a ser mortal a menos que se
diagnostique y trate rapidamente con agentes antifingicos activos contra las
especies de Candida infecciosas. Para ello se utilizan distintos métodos
diagnésticos como los cultivos de sangre (Hemocultivos), técnica apropiada para
levaduras viables, estos poseen un porcentaje de rendimiento entre un 50-70% y
tienden a ser negativos cuando existe poca concentracion de Candida viable en el
torrente circulatorio, lo que impide que pueda ser detectada en el hemocultivo (29)
(30).
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Existen métodos diagnésticos como el PNAFISH, el CHROMagary el 1,3 b glucano,
aunque desafortunadamente, no suelen estar disponibles en la mayoria de los
centros hospitalarios y detectan un nimero limitado de especies, comparado con
otras técnicas. La biopsia cutdnea puede ser de gran ayuda, observandose
agregados de hifas y esporas en la dermis, cercanos a los vasos sanguineos.
También aparece necrosis dérmica focal, extravasacion hematica, infiltrados
linfociticos perivasculares y ocasionalmente eliminacién transepidérmica de
Candida (31).

Uno de los métodos mas recientes de diagndstico es la herramienta de MALDI-TOF,
la cual permite la identificacion de microorganismos a nivel de especie mediante la
determinacion de las masas moleculares de las proteinas, muchas de las cuales
son proteinas ribosomales. Esta técnica se basa en la generacion de espectros de
masas a partir de células completas y su comparacion con los espectros de
referencia. Una vez que las muestras estan listas, la determinacién de la especie

toma solo unos minutos (32).

5.2) OTROS TIPOS DE CANDIDIASIS

5.3) CANDIDIASIS VULVOVAGINAL

Dentro de los tipos de Candidiasis encontramos que la candidiasis vulvovaginal
(VVC) es una afeccion comun caracterizada por la inflamacién vulvovaginal en
combinacion con la deteccién de una o mas especies de Candida. Después de la
vaginosis bacteriana, VVC es la segunda causa mas comun de vulvovaginitis. Casi
el 75% de las mujeres tienen al menos un episodio de VVC en su vida y de estos
un 5% a 10% se tornan recurrentes (33).C. albicans representa la mayoria de los
casos de VVC (63-90%), siendo el resto atribuido a C. glabrata, C. krusei, C. famata
y C. tropicalis. Existen varios factores de riesgo para casos de VVC esporadicos
incluyendo la actividad sexual, uso de anticonceptivos, uso de antibidticos, ingesta

de carbohidratos y diabetes (34).
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Es asi como los sintomas mas frecuentes en las mujeres afectadas son: miccion
frecuente, disuria, dispareunia, leucorrea, ardor vaginal y en la vulva, picazon, etc.
Las mujeres embarazadas infectadas con VVC también pueden terminar con
resultados adversos del embarazo como aborto, parto prematuro, rotura prematura
de membranas e Infecciones neonatales, lo que conduce a un enorme dolor fisico
y psicologico para la mayoria de los pacientes (35). Dada la sintomatologia de VVC
(picazon, inflamacion y secrecion) estas se superponen con las de otras infecciones
vaginales comunes, y Candida se puede encontrar incluso cuando no es la causa
de los sintomas. Por ejemplo, la Candida se puede aislar de la cavidad vaginal de
un 20 a 30% de las mujeres con vaginosis bacteriana. Por otra parte, un estimado
del 12-30% de mujeres no embarazadas y 9-20% de las mujeres embarazadas

llevan C. albicans asintomaticamente en la cavidad vaginal (36).

5.4) CANDIDIASIS ORAL Y MUCOCUTANEA CRONICA

Otra patologia causada por Candida spp es la candidiasis oral, que se desarrolla
debido a caracteristicas fisiologicas propias de Candida como lo son su capacidad
de adherencia y sus altos niveles de patogenicidad, lo cual le permite pasar de ser
un microorganismo comensal habitual en la flora bucal de individuos sanos a uno
patdgeno (37) este tipo de patologias se debe a el uso de dentaduras postizas,
inhaladores de corticosteroides y xerostomia y la inmunosupresion, causando
variedad en su presentacién clinica como: las candidiasis pseudomembranosas y
candidiasis hiperplasicas, y eritematosas que se caracteriza por lesiones rojas e
incluyen candidiasis atrofica aguda y cronica, glositis romboidea media, queilitis

angular y eritema gingival lineal (38)

En la candidiasis mucocutanea cronica (CMC) se incluyen un grupo heterogéneo de
sindromes caracterizados por infecciones sintomaticas no invasivas recurrentes o
cronicas de la piel, ufias y membranas mucosas, usualmente causadas por C.
albicans. varios son los factores del huésped que generan una mayor

susceptibilidad a las infecciones como lo son el sindrome hiper-IgE autosémico-

31



dominante, defectos STAT1, defectos de la CARD9 entre otras mutaciones o
alteraciones que causan en los individuos una inmunosupresion o falta de
produccion de determinada molécula fundamental en la respuesta contra el hongo
(39).

5.5) ANTIFUNGICOS CONTRA LAS CANDIDIASIS

Tradicionalmente, el tratamiento de la candidemia se ha basado principalmente en
antifngicos que ahora incluyen tres clases principales de medicamentos: 1) Azoles
los cuales se dividen en: Triazoles (fluconazol, voriconazol, Itraconazol) e Imidazol
(miconazol, clotrimazol), 2) Equinocandinas (caspofungina, micafungina,
anidulafungina) y 3) Polienos (anfotericina B desoxicolato [AmB-d], anfotericina B
liposomal [L-AmB], complejo lipidico anfotericina B [ABLC] y dispersion coloidal de
anfotericina B [ABCD]) y nistatina (40).

5.5.1) Azoles

Durante las ultimas décadas, se han logrado progresos considerables en el
tratamiento de la infeccién fungica mediante el desarrollo de antifungicos azolicos.
En general, los antifangicos azolicos con imidazol N-sustituido o la estructura 1, 2,4-
triazol presentan una actividad de amplio espectro contra levaduras, dermatofitos y
hongos filamentosos. Los azoles actdan en la via biosintética del ergosterol
mediante la inhibicién del citocromo P450-esterol dependiente de la enzima 14a-
desmetilasa, por coordinaciéon del atomo de nitrogeno N3 o N4 (en el anillo de
imidazol o triazol, respectivamente) y con el hierro de la enzima CYP51 como sexto
ligando axial (41). Ademéas de la coordinaciébn con el hierro, los estudios de
acoplamiento molecular y cristalografico demostraron que otras partes de la
molécula en los farmacos azoles interaccionan con los residuos de aminoacidos de
la enzima principalmente por fuerzas de van der Waals, interacciones de

apilamiento hidrofébicas y aromaticas (42).
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5.5.2) Equinocandinas

Las equinocandinas inhiben la sintesis de un componente fundamental de la pared
del hongo, el beta-1,3- glucano. De forma especifica, se fijan a la enzima que
participa en la sintesis de este componente que es la 1-3 glucano sintetasa,
impidiendo su funcion, lo que causa una pérdida de integridad de la pared del hongo.
Esta circunstancia genera una lisis osmotica de las células del hongo, y produce un

efecto fungicida contra cepas de Candida (43).

5.5.3) Polienos

Son moléculas circulares que exhiben actividad antimicrobiana e incluyen de 3 a 8
dobles enlaces conjugados en su estructura; dos de sus ejemplos son la nistatina y
la anfotericina B, las cuales ejercen una actividad antifingica interactuando con el
ergosterol en la membrana celular de hongos y a su vez creando poros y la salida
de componentes celulares. Sin embargo, estos tipos de antimic6ticos en su uso para
humanos desencadenan una serie de efectos secundarios graves como la
disfuncion renal, el desequilibrio electrolitico y la hipotension, lo que ha llevado a
utilizar la formulacién de Anfotericina B liposomal que presenta menor toxicidad
debido a la relacién que existe con la presencia de colesterol y de fosfolipidos poco
termolébiles (44). De este modo el farmaco una vez presente en la sangre del
paciente, pasaria a ser transportado en el interior de células con las que terminaria
accediendo a los diferentes tejidos corporales alcanzado en ellos, incluso en el
parénquima cerebral, concentraciones adecuadas. La presencia de inhibicion en la
actividad de una proteina de transferencia facilita que la parte que no ha penetrado
en el interior de las células sea transportada por HDL. La ausencia de receptores
para esta lipoproteina en la membrana de células renales junto con la escasa
cantidad de farmaco libre en el plasma (<1%), facilita la consecucion de
concentraciones reducidas en el parénquima renal y con ello la menor nefrotoxicidad
(45).
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La anfotericina B es uno de los antifungicos mas utilizados en los casos graves de
infecciones fungicas, cabe resaltar que es un antifungico de amplio espectro y
generalmente los pacientes responden de forma adecuada al tratamiento. Sin
embargo, hay especies de Candida como la C. lusitania y C. guillermondii que
presentan resistencia innata a esta droga, lo que torna fundamental el diagndstico
de especie para tener un resultado promisorio en el control de la enfermedad (46).

5.6) RESISTENCIA A LOS ANTIFUNGICOS DE Candida spp.

La resistencia microbiana y su evolucion frente a los antimicrobianos comiunmente
utilizados, ha evidenciado en los ultimos cambios a nivel fisiolégico y genético de
los microorganismos frente a los distintos modos de combatir su supervivencia, no
obstante el uso inadecuado y descontrolado respecto a: fallas en la dosificacion,
tratamientos no terminados para un tiempo establecido y uso recurrente de ellos a
pacientes afectados por Candida, implica que se genere un problema en salud
publica diariamente con un aumento en las tasas de resistencia y una limitacion de

opciones terapéuticas (47)

Es bien sabido que uno de los principales mecanismos de resistencia de Candida
spp, es a los compuestos azélicos, esto debido a que es altamente utilizado en las
terapias antifangicas, este mecanismo se desarrolla debido a la actividad
aumentada de las bombas de eflujo, conferida por los genes CDR1 y CDR2 los
cuales confieren resistencia a casi todos los azoles, pertenecientes a la superfamilia
del casete de unién al ATP, y MDR1 el cual proporciona resistencia al fluconazol, la
sobreexpresion de estos genes y el subsiguiente aumento de la actividad de estas
bombas impiden la acumulacién del farmaco dentro de la célula en el sitio de accion

perjudicando asi la eficacia del mismo (48).

La resistencia a las equinocandinas se debe principalmente a mutaciones en los

genes FKS (FKS1, FKS2 y FKS3) que se correlacionan con las sustituciones de
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aminoacidos en la posicion 1,3- B glucano sintasa, el blanco principal de las
equinocandinas, la aparicion de mutaciones puntuales en el gen FKS1,
frecuentemente asociado con la sustitucion de aminoacidos en dos regiones de la
proteina, se correlaciona con la resistencia adquirida en C. albicans y especies
relacionadas (49), respecto a la resistencia frente a los polienos especialmente a la
Anfotericina B, donde se ha evidenciado la resistencia que ha habido en especies
de Candida en la formacion del Biofilm donde se ha encontrado que la presencia de
altos contenido proteicos y de carbohidratos en la matriz extracelular del Biofilm

confiere alta resistencia a este antifungico (50).

5.7) PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS

La situacion actual de resistencia de los microorganismos al tratamiento
quimioterapico convencional ha llevado a la busqueda de nuevas alternativas
terapéuticas. Los péptidos antimicrobianos han surgido en los ultimos 25 afios como
una familia de sustancias con gran potencial para uso clinico, debido a sus multiples
mecanismos de accién, amplio espectro de actividad y bajo potencial de resistencia
(51). Los péptidos antimicrobianos (AMPs) son generalmente cortos (10 a 50
residuos de aminoacidos), cargados positivamente (generalmente +2 a +9), y

contienen mas del 30% de residuos hidrofébicos.

En los seres humanos, los diferentes tipos de AMPs son sintetizados y secretados
por varias células y tejidos, incluyendo la piel, las superficies mucosas, los
neutrofilos y los epitelios (10), siendo estos componentes del sistema inmune innato
de vertebrados como animales, plantas y microorganismos, desempefiando un
papel fundamental en el control de microorganismos potencialmente patégenos y

también con una activacion indirecta del sistema inmunoldgico (52).

Cuando se pliegan, muchos de estos péptidos exhiben estructuras helicoidales
anfifilicas y pueden formar poros en las membranas microbianas, lo que causa

ruptura de membrana y muerte celular eventual (10), dichos AMPs tienen un amplio
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espectro de organismos dirigidos tales como bacterias (Gram-positivas y Gram-
negativas), hongos, virus, parasitos o incluso células cancerigenas , también suelen
tener una estructura anfipatica. Por tanto, aunque las cargas positivas de los
aminoacidos basicos facilitan la interaccidbn con las cargas negativas de los
fosfolipidos de las membranas biolégicas, los aminoacidos hidr6fobos facilitan la
insercion de AMPs en la membrana, lo que conducira eventualmente a la lisis de los

microorganismos (53).

Algunos AMPs pueden actuar sobre objetivos internos, como la inhibicion de acido
nucleico y / o sintesis de proteinas, ademas algunos AMPs aumentan
selectivamente la respuesta inmune del huésped a través de la regulacion de la
produccion de citocinas y quimiocinas proinflamatorias y promoviendo la quimiotaxis
de células T, monocitos, neutréfilos y eosinéfilos. También pueden afectar la
diferenciacion de las células dendriticas y estimular la angiogénesis (52). Estos
péptidos antimicrobianos pueden clasificarse segun su estructura secundaria y su
composicién, como lineales, de hélice alfa (tales como cecropinas, magaininas y
melli- tinas), caracterizados por el enriquecimiento de uno o dos aminoacidos, que
contienen puentes disulfuro de hojas beta (defensinas, protegrinas) y fragmentos de

otras proteinas mas grandes con actividad antibacteriana (Tabla 1). (10)
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Fiemplos y origen

Péptidos anionicos

Maximin de anfibios (1)
Pequeiios péptidos anidnicos ricos en acido glutamico y aspartico, provenientes de ovejas, ganado
y humanos

Péptidos cationicos lineales
de hélice alfa

Cecropinas (A), andropin (2), moricin, ceratotoxina y mellitin de insectos

Cecropin P1 de nematodos Ascaris spp. (3)

Magainin (4), dermaseptin, bombinin (5), brevinin-1, esculentinas y buforin II de anfibios
Pleurocidin de la secrecion mucosa de la piel de peces

Plasmina seminal, BMAP, SMAP (SMAP29, avispirin), PMAP del ganado, ovejas y cerdos (6)
LL37 de humanos (7)

Péptidos cationicos enriquecidos
para aminoacidos especificos

Péptidos que contienen prolina, incluyendo la abaecina de las abejas (8)

Péptidos que contienen prolina y arginina, incluyendo apidaecinas de las abejas, drosocin de
Drosophila sp., pirracoricin del chupasavia europeo, bactenicinas del ganado (Bac7), ovejas y cabras,
y PR-39 de cerdos (9)

Péptidos que contiene prolina y fenilalanina, incluyendo profenina del cerdo (10)

Péptidos que contienen glicina, incluyendo a himenoptaecina de las abejas (11)

Péptidos que contienen glicina y prolina, incluyendo coleoptericin y halotripcina de escarabajos (12)
Polipéptidos salivales pequenos ricos en histidina, incluyendo histatinas del hombre y algunos
primates mayores (13)

Péptidos anidnicos y cationicos que
contienen cisteina y forman puentes
disulfuro

Péptidos que contienen un puente disulfuro, incluyendo brevinina (14)

Péptidos con dos puentes disulfuro, incluyendo protegrinas del cerdo y taquiplesinas del cangrejo
cacerola (15)

Péptidos con 3 puentes disulfuro incluyendo alfa defensinas de humanos (HBD1, DEFB118), ganado,
raton, rata, cabra y aves de corral; y la 0-defensina rhesus del mono rhesus (16)

Péptidos anidnicos catidnicos
que son fragmentos de proteinas
mayores

Lactoferricina de la lactoferrina I (17)
Casodicina I de |a caseina humana
Dominios antimicrobianos de |a alfa lactoalbimina bovina, hemoglobina humana, lisosima y

ovoalbdmina

Tabla 1 Clasificacion de péptidos antimicrobianos. (8)

Las catelicidinas son una familia (con mas de 30 miembros) de AMPs catiénicos
ampliamente encontrados en mamiferos (humanos, ganado, caballos, cerdos,
ovejas, cabras, pollos, conejos). EI AMP LL-37 cati6nico también conocido como
hCAP-18 debido a una estrecha relacién con CAP18, una proteina antimicrobiana
cationica porcina de 18 KDa, FALL-39 o CAMP, es la Unica Catelicidina encontrada
en seres humanos, monos Rhesus, ratones, ratas y cobayas. LL-37 es activo contra
bacterias Gram positivas y Gram negativas, en particular contra L. monocytogenes
(MIC 0,3 uM), E. coli (MIC 0,1 uM), E. faecium (MIC 0,1 uM) y S. enterica subsp.
Enterica serovar Typhimurium (MIC 0,4 uM). (54).

Todas las catelicidinas (o péptidos antimicrobianos de catelicidina, CAMP)
comparten un patron de expresiéon similar. Se sintetizan como pre-proteinas con
dominio N-terminal altamente conservado y dominio antimicrobiano C-terminal. El

dominio N-terminal consta habitualmente de 94 a 114 aminoacidos y comparte
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homologia de secuencia con cathelin, un inhibidor de cisteina proteasa derivado de
neutrofilos porcinos (por lo tanto, el nombre: dominio similar a catelina (CLD) (55).

LL-37 es un péptido antimicrobiano cationico purificado; llamado asi debido a que
empieza por dos leucinas y compuesto por 37 aminoacidos (LLGDFFRKSKE-
KIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES), se almacena en granulos de neutrofilos y
células epiteliales especificos como un propéptido inactivo que se codifica en el
cromosoma 3p21.3, y escinde extracelularmente por la proteinasa-3 para producir
el péptido activo maduro; la expresion es constitutiva o inducida por contacto con
bacterias o componentes de la pared celular bacteriana tales como LPS, alteracion
de la barrera de las células epiteliales, estrés del reticulo endoplasmico (ER),

infecciones y heridas (56).

Este péptido ademas de exhibir amplio espectro de actividad antimicrobiana contra
bacterias y hongos, LL-37 tiene otras actividades relacionadas con la defensa del
huésped, incluida la migracidon quimiotactica, la neutralizacién de endotoxinas, la

angiogénesis y la cicatrizacion de heridas (10) (55).

Regulacion Positiva Regulacion negativa

. La citoquina IL - 17A (en sinergia | . Exotoxinas bacterianas

con la vitamina D3) . Calcipotriol

. Estrés del reticulo endoplasmico . Estrés psicoldgico

. Lesion, herida . IL-6

. Fenilbutirato . Infeccién con Shigella

. Butirato sodico .Transmigracion a traves del
. TNF-a endotelio activado

Tabla 2 Factores que influyen en la expresion de LL-37(55)
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La estructura quimica de LL-37 en presencia de membranas o soluciones con
concentraciones mM de sales, LL-37 forma una estructura a-helicoidal anfipatica
cationica, constituida por 3 partes: Una a-hélice N- terminal seguida de una a-hélice
C-terminal y una cola C-terminal. Las dos hélices estan separadas por una curva o
ruptura, la superficie hidrofébica céncava de LL-37 esta bordeada por residuos
predominantemente cargados positivamente, permitiendo la interaccion con
moléculas o estructuras cargadas negativamente, tales como LPS, material
genético y paredes celulares bacterianas. La superficie hidrofobica de LL-37 esta
formada por las cuatro cadenas laterales de fenilalanina aromaticas que apuntan

todas en la misma direccion (Fig 1) (56) (57).

F27
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N-terminal «-helix C-terminal a-helix C-terminal tail
1 L 1

vaz G3 F17 124

r U T L}
LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVORIKDFLRNLVPRTES Ko

L8

Figura 2 Figura tridimensional del péptido LL-37(56)

LL-37, junto con otros AMPs ejercen una actividad citotoxica efectuando la
disrupcién de la membrana microbiana por la creacion de poros toroidales en la
superficie de esta causando flujo de moléculas en la célula y en Candida albicans
se ha evidenciado la inhibicion de la adhesion a células blanco por interaccion con
los componentes celulares y alteracion de la pared celular (58). cabe resaltar que
LL-37 al actuar sobre la membrana del microorganismo en estado helicoidal, esta
expuesto a serias amenazas inhibitorias que lo neutralizan, incluyendo ciertas

proteasas del huésped o compuestos microbianos lo que puede ser evitado por la
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presencia de formas monoméricas que este posee (55). TEXTO RESUMIDO Y
REDACTADO

Respecto al efecto antifungico contra C. albicans, este es causado principalmente,
por la induccion que produce LL-37 en la separacion rapida de fases y la
desintegracion de la membrana en vesiculas discretas, dando lugar a la formacién
de grandes poros o canales en la membrana citoplasmética permitiendo asi la
difusiéon exterior de moléculas menores de 40 kDa (56), junto con la induccion de la

actividad ROS es eliminada eficazmente la viabilidad celular de C. albicas (59) .

Los peéptidos utilizados en el presente estudio contienen diferencias o cambios a
nivel de su estructura quimica, se obtuvieron a partir del péptido de referencia LL-
37-1 (LL-37), que posee una longitud de 24 aminoacidos y estd amidado en la
posicion carboxilo terminal, el péptido ACL 37-1 (AC-1) posee una longitud de 23
aminoécidos, en el amino terminal hay acetilacion, y amidacion en el carboxilo-
terminal, el péptido ACL 37-2 (AC-2) posee una longitud de 24 aminoacidos
iniciando con el aminoacido glicina, en el amino terminal hay acetilacion, y
amidacion en el carboxilo-terminal, el péptido DL 37-2 (D) posee una longitud de 25
aminoacidos y una modificacién en la posicion amino terminal que lo convierte en

un enantiémero D.

5.8) BIOPELICULAS EN LEVADURAS DEL GENERO Candida

Las biopeliculas son el estado de crecimiento predominante de muchos
microorganismos, conformado por una comunidad de células adherentes con
propiedades distintas a las de las células plancténicas. Aunque los biofilms a
menudo se adhieren a las superficies solidas, también pueden formarse en otros
entornos, como por ejemplo interfaces liquido-aire; una caracteristica casi universal
de los biofilms, en comparacion con sus homoélogos plancténicos poseen mayor

resistencia a los ataques quimicos y fisicos (60).
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La formacion de biofilm es un potente factor de virulencia para una serie de especies
de Candida, ya que confiere una tolerancia antifungica, principalmente limitando la
penetracion de sustancias antimicoéticas a través de la matriz extracelular. Los
biofiims de Candida se han estudiado principalmente en superficies abitticas de
dispositivos médicos tales como stents, shunts, protesis dentales e implantes,
marcapasos, tubos endotraqueales y otros tipos de catéteres (61) . Unos de los
microorganismos expertos en la formacion de biofim son C. albicans, C.
parapsilosis, C. tropicalis y C. glabrata y su presencia durante la infeccién se ha
asociado a mayores tasas de mortalidad en comparacion con los aislados incapaces

de formar biofilms.

El desarrollo de la biopelicula depende generalmente de la cepa y las condiciones
ambientales en las que se pueda desarrollar como la composicion del medio, pH y
oxigeno. Se ha demostrado que C. glabrata produce mayor biomasa de biopelicula
en dispositivos de silicona en presencia de orina, en comparaciébn con C.
parapsilosis y C. tropicalis. Por el contrario, C. tropicalis y C. parapsilosis producen
una mayor biomasa de biopelicula en caldo de Sabouraud dextrosa (SDB) en
comparacion con C. glabrata (62).

C. albicans produce biopeliculas compuestas de mudltiples tipos de células en las
gue se encuentran células redondas; pseudohifas ovaladas e hifas cilindricas
alargadas) encerradas en una matriz extracelular con un alto contenido proteico (63)
C. albicans posee una gran red transcripcional que controla el desarrollo de biofilms,
esta red consta de seis reguladores transcripcionales principales (Efgl, Tecl, Bcrl,
Ndt80, Brgl y Robl), cada uno de los cuales es necesario para el desarrollo de
biopeliculas en modelos in vitro e in vivo (60). Otras de las proteinas identificadas
en el desarrollo de la matriz del biofilm de Candida son las enzimas hidrolizantes
como las aspartil proteinasas tal es el caso de la proteasa S-aspartil que se ha
relacionado directamente con el nUmero de genes SAP en especies patdgenas de
Candida. La enzima no sélo implica la adquisicion de nitrégeno esencial para el

crecimiento, sino que también proporciona medios para la colonizacion mejorada de
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otros hongos. Ademds, las proteinasas fungicas pueden ayudar a evadir las
defensas del huésped a través de la degradacion directa de las moléculas del
huésped asociadas con una enzima lisosomal intracelular y la activacion del sistema

del complemento (61).
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6. DISENO METODOLOGICO

El presente trabajo engloba un método de tipo cuantitativo; estudios descriptivos y
explicativos; enfocado en la capacidad de la actividad antifungica In vitro de los
péptidos anélogos derivados de LL-37 contra levaduras del género Candida,
mediante la implementacion de técnicas como las curvas de crecimiento con el fin

de determinar la eficacia de los péptidos en levaduras del género Candida.

6.1) UNIVERSO, POBLACION Y MUESTRA
e Universo: Microorganismos del género Candida.

e Poblacién: Levaduras de C. albicans

e Muestra: Cepas de levaduras del género Candida (Candida albicans 256,
cepa resistente a azoles, Candida sp, proveniente de un aislamiento clinico
de candidiasis recurrente FVF y Candida albicans SC 5314 cepa utilizada

como cepa de referencia).

6.2) MATERIALES Y METODOS
Todas las cepas se mantuvieron criopreservadas a -80 °C, 24 horas antes de los

experimentos fueron cultivadas en medio agar sabouraud dextrosa a temperatura +
35°C.

6.3) ANALISIS ESTADISTICO
Los andlisis estadisticos se analizaron utilizando GraphPad Prism version 5.0

(GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Las comparaciones estadisticas se
realizaron mediante andlisis de varianza (ANOVA unidireccional) seguido por un
ensayo post-test de Tukey-Kramer. Se tendra una diferencia significativa estadistica

con un p valor <0,05.
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6.4) DETERMINACION DE FASES DE CRECIMIENTO PARA
C. albicans 256, Candida FVF, C. albicans SC5314.

Las curvas de crecimiento se realizaron utilizando indculos de las cepas C. albicans
256, C. albicans SC5314 y Candida FVF, resuspendidas en medio RPMI 1640
(BiowHITTAKER®, Lonza, Belgium) suplementado con MOPS a escala 0.5
McFarland obtenida con una densidad éptica de 0.08 a 0.1, que representa 1x10"®
UFC/mL, haciendo uso del espectrofotometro Genesys 10 UV/VIS, realizando

lecturas a una longitud de onda de 600 nm.

Luego de obtener cada uno de los inoculos de las cepas C. albicans 256, C. albicans
SC5314 y Candida FVF, a escala MacFarland se procedi6é a inocular en la placa
150 pyl de medio RPMI suplementado con MOPS y 150 ul del in6culo. Para

determinar la reproducibilidad en cada ensayo, cada uno fue montado por triplicado.

Para la determinacion de las curvas de crecimiento y curvas de crecimiento
utilizando los péptidos antimicrobianos, se utilizé el equipo BioScreen C a una
temperatura constante de 36°C, una agitacion continua el cual permite que los
microorganismos se mantengan suspendidos uniformemente y durante 48 horas se
realizaron intervalos de medicién cada hora en forma de densidades épticas a través
de la presencia de turbidez a una longitud de onda de 600nm.

6.5) CURVAS DE CRECIMIENTO UTILIZANDO LOS PEPTIDOS
(AC-1, LL-37-1, AC-2 Y D).

Para determinar la eficacia de los péptidos (AC-1, LL-37-1, AC-2 y D), en las tres
cepas utilizadas en el experimento, se utilizaron cinco concentraciones diferentes
de los péptidos: 10 uM, 5 uM, 2.5 uM,1.25 uM, 0.62 pM, las cuales se realizaron
haciendo diluciones seriadas en base 2. Para cada péptido en el primer pozo de la
placa se afnadié 6ul de péptido concentrado a 1.000 uM y 294 ul medio RPMI
suplementado con MOPS; en los siguientes 4 pozos se afiadieron 150 pl medio
RPMI y a partir del primer pozo se extraen 150 yl del contenido y se realizan las

44



diluciones seriadas en base dos, finalizando en el pozo 5, a continuacion, a cada
pozo se le afladen 150 pl inodculo (Cepa resuspendida en medio RPMI) (Fig. 2).
Para aumentar la reproducibilidad de cada ensayo, cada uno fue montado por

triplicado.

6.6) CONTROL PARA C. albicans 256, C. albicans SC5314 y Candida
FVF.

Como control se utilizd Anfotericina B (Bristol Myers Squibb, Fungizone, Brooklyn,
Nueva York), esta fue probada en las tres cepas C. albicans 256, C. albicans
SC5314 y Candida FVF, a 10 concentraciones distintas: 40 uyg/mL, 20 ug/mL, 10
Mg/mL,5 pg/mL, 2.5ug/mL, 1.25 ug/mL,0.625 pg/mL,0.312 pg/mL, 0.156 ug/mL, 0.07
pg/mL, fueron realizadas haciendo diluciones seriadas en base 2, en el primer pozo
se afnadio 200 pl de Anfotericina B (concentrada a 120 pyg/mL) y 100 pl de medio
RPMI suplementado con MOPS, en los siguientes pozos se anadié 150 pl de medio,
y a partir del primer pozo se extraen 150ul del contenido y se realizan las diluciones
seriadas finalizando en el pozo 10, como puede ser observado en la Figura 2, a
continuacion a cada pozo se le afiaden 150 pl inéculo (Cepa resuspendida en medio
RPMI) (Fig. 2). Para aumentar la reproducibilidad de cada ensayo, cada uno fue

montado por triplicado, como se muestra en el siguiente esquema.
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Figura 3 Esquema montaje experimental.

Esquema de montaje experimental para cada cepa junto con péptido antimicrobiano anélogo de LL-
37, realizando diluciones seriadas en base 2. El * presente en cada pozo indicada que previamente
a la realizacion de las diluciones seriadas con los péptidos, a cada pozo se le afiadieron 150 pl de
medio RPMI suplementado con MOPS. El color amarillo representa el péptido AC-1, el color verde
LL-37-1, el color azul AC-2, y el color morado D. El color rojo representa el control (Anfotericina B).
El color gris representa el control de medio y el color negro el control de crecimiento de la levadura.
Los circulos con linea punteada indican el inicio de la concentracién 10 uM, seguido de 5 pM, 2.5
puM, 1.25 uM y el final con una concentracién de 0.62 uM de cada réplica para cada péptido y para
Anfotericina B iniciando con una concentracion de 40 yg/mL y terminando con 0.07 pg/mL.
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7. RESULTADOS

7.1) FASES DE CRECIMIENTO

Obtenidas mediante el analisis automatizado de mediciones de densidad Optica de
células en funcion del tiempo por el equipo BioScreen C en un periodo de 48
horas, como puede ser observado en la figura 4, un crecimiento en fase
logaritmico de la levadura C. albicans 256 alcanzando una D.O de 0.3 con 48
horas de crecimiento. En la figura 5, se observa el crecimiento de la Candida FVF
por un periodo de 48 horas y destacamos un crecimiento mayor de esta levadura
alcanzando una D.O de 0.6. En Candida albicans SC5314 se observa el

crecimiento por un periodo de 48 horas alcanzando una D.O de 0.6 en la figura 6.

Fase de Crecimiento Candida albicans 256
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Figura 4 Curva de crecimiento basal de Candida albicans 256, en un periodo de 48 horas, utilizando medio
RPMI suplementado con MOPS.

47



Fase de Crecimiento Candida FVF.

o
(s.]
|

D.0 600 nm
° o
&9

o
N
1

20 40 60
Tiempo (Horas)

&
o
(<

Figura 5 Curva de crecimiento basal cepa Candida FVF, en un periodo de 48 horas, utilizando medio RPMI
suplementado con MOPS.
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Figura 6 Curva de crecimiento basal cepa Candida albicans SC 5314, en un periodo de 48 horas, utilizando
medio RPMI suplementado con MOPS.
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7.2) CURVAS DE CRECIMIENTO UTILIZANDO LOS PEPTIDOS
ANTIMICROBIANOS

Con el objetivo de probar el posible efecto inhibitorio de los péptidos analogos de
LL-37 en el crecimiento in vitro de las levaduras del género Candida, se realizaron
curvas de crecimiento. Los resultados se discriminan como la disminucion en el
crecimiento de la levadura en presencia de péptido en comparacion con crecimiento

basal en ausencia de péptido.

Analisis de resultados

e Péptido AC-1 actividad antimicrobiana.

El uso del péptido AC-1 como péptido antimicrobiano en las levaduras, muestra
como resultados referentes a la cepa Candida albicans 256 donde se obtuvo un
efecto inhibitorio significativo con un p<0.001, en todas las concentraciones de 10
UM, 5uM y 2,5 uM, 1,25 pM y 0.625 pM, (Figura 7). El efecto de AC-1 en las cepas
Candida FVF (Figura 8) y Candida albicans SC5314 (Figura 9) muestra como
resultados un comportamiento general inhibitorio significativo con un p<0.001 a la
concentracion de 10uM. Todas las cepas comparadas con el grupo control
(crecimiento basal durante 48 horas sin exposicion al péptido).
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Candida albicans 256 y Péptido AC-1
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Figura 7 Curva de crecimiento de la levadura Candida albicans 256 frente a distintas concentraciones del
péptido AC-1. Control (Fase de crecimiento en ausencia de péptido), se observd una significancia estadistica
de *** p< 0.001 en comparacion con el grupo control, crecimiento basal en ausencia de péptido. Analisis por
One-way ANOVA seguida de post-test Tukey.
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Figura 8 Curva de crecimiento de la levadura Candida FVF frente a varias concentraciones del péptido AC-1.
Control (Fase de crecimiento en ausencia de péptido), se observd una significancia estadistica de *** p<
0.001, en comparacion con el grupo control, crecimiento basal en ausencia de péptido. Andlisis por One-way
ANOVA seguida de post-test Tukey.
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Figura 9 Curva de crecimiento de la levadura Candida albicans SC5314 frente a varias concentraciones del
péptido AC-1. Control (Fase de crecimiento en ausencia de péptido), se observo una significancia estadistica
de *** p< 0.001, en comparacion con el grupo control, crecimiento basal en ausencia de péptido. Analisis por
One-way ANOVA seguida de post-test Tukey.



e Péptido D actividad antimicrobiana

El péptido D exhibe resultados significativos con un p<0.001 en la inhibicion de la
cepa Candida albicans 256 a las concentraciones de 10 uM, 5 uM y 2,5 uM (Figura
10), y en la cepa Candida FVF se evidencioé un efecto inhibitorio significativo con
un p<0.05 en la concentracién de 10 uM (Figura 11) y en la cepa Candida albicans
SC5314 se demostrdé una inhibicion significativa de p<0.001 en la concentracion
de 10 pM (Figura 12). Todas las cepas comparadas con el grupo control

(crecimiento basal durante 48 horas sin exposicion al péptido).

Candida albicans 256 y Péptido D
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Figura 10 Curva de crecimiento de la levadura Candida albicans 256 frente a varias concentraciones del
péptido D. Control (Fase de crecimiento en ausencia de péptido), se observo una significancia estadistica de
*** n< 0.001, en comparacién con el grupo control, crecimiento basal en ausencia de péptido. Andlisis por
One-way ANOVA seguida de post-test Tukey.
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Candida FVF y Péptido D.
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Figura 11 Curva de crecimiento de la levadura Candida FVF frente a varias concentraciones del péptido D.
Control (Fase de crecimiento en ausencia de péptido), se observé una significancia estadistica de * p< 0.05,
en comparacion con el grupo control, crecimiento basal en ausencia de péptido. Analisis por One-way ANOVA
seguida de post-test Tukey.
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Figura 12 Curva de crecimiento de la levadura Candida albicans SC5314 frente a varias concentraciones del
péptido D. Control (Fase de crecimiento en ausencia de péptido), se observé una significancia estadistica de
*** n< 0.001, en comparacidn con el grupo control, crecimiento basal en ausencia de péptido. Analisis por
One-way ANOVA seguida de post-test Tukey.

e Péptido LL-37-1 actividad antimicrobiana.

Los resultados del uso del péptido LL-37-1, demuestra en la cepa Candida albicans
256 un efecto inhibitorio significativo con un p<0.001 en todas las concentraciones
de 10 uM, 5 uM, 2.5 uM, 1.25 uM,0.62 uM (Figura 13). En las cepas Candida FVF
(Figura 14) y Candida albicans SC5314 (Figura 15), no se evidencio un efecto
inhibitorio significativo con un p<0.05. Todas las cepas comparadas con el grupo

control (crecimiento basal durante 48 horas sin exposicion al péptido).

52



Candida albicans 256 y Péptido LL-37,1
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Figura 13 Curva de crecimiento de la levadura Candida albicans 256 frente

a varias concentraciones del

péptido LL-37-1. Control (Fase de crecimiento en ausencia de péptido), se observé una significancia

estadistica de *** p< 0.001, en comparacion con el grupo control, crecimient
Analisis por One-way ANOVA seguida de post-test Tukey.
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0.64

D.0 600 nm

Tiempo (Horas)

Figura 14 Curva de crecimiento de la levadura Candida FVF frente a varias
37-1. Control (Fase de crecimiento en ausencia de péptido). No se evidenci
0.05, en comparacion con el grupo control, crecimiento basal en ausencia d
ANOVA seguida de post-test Tukey.
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Figura 15 Curva de crecimiento de la levadura Candida albicans SC5314 frente a varias concentraciones del

péptido LL-37-1. Control (Fase de crecimiento en ausencia de péptido). No
estadistica p< 0.05, en comparacién con el grupo control, crecimiento basa
por One-way ANOVA seguida de post-test Tukey.
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e Péptido AC-2 actividad antimicrobiana

El péptido AC-2 no tuvo efecto antimicrobiano significativo p<0.05 en las cepas de
Candida albicans 256 (Figura 16), Candida FVF (Figura 17) y Candida albicans
SC5314 (Figura 18) en ninguna concentracion del gradiente empleado en el
estudio. Todas las cepas comparadas con el grupo control (crecimiento basal

durante 48 horas sin exposicion al péptido).
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Figura 16 Curva de crecimiento de la levadura Candida albicans SC5314 frente a varias concentraciones del
péptido LL-37-1. Control (Fase de crecimiento en ausencia de péptido). No se evidencié una significancia
estadistica p< 0.05, en comparacion con el grupo control, crecimiento basal en ausencia de péptido. Andlisis
por One-way ANOVA seguida de post-test Tukey.
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Figura 17 Curva de crecimiento de la levadura Candida FVF frente a varias concentraciones del péptido AC-2.
Control (Fase de crecimiento en ausencia de péptido). No se evidencié una significancia estadistica p< 0.05,
en comparacion con el grupo control, crecimiento basal en ausencia de péptido. Analisis por One-way ANOVA
seguida de post-test Tukey.
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Figura 18 Curva de crecimiento de la levadura Candida albicans SC5314 frente a varias concentraciones del
péptido AC-2. Control (Fase de crecimiento en ausencia de péptido). No se evidencié una significancia
estadistica p< 0.05, en comparacioén con el grupo control, crecimiento basal en ausencia de péptido. Analisis
por One-way ANOVA seguida de post-test Tukey.

e Antifungico control Anfotericina B.

En este estudio se utilizé un control inhibitorio para todas las cepas tratadas el cual
fue Anfotericina B, el antifungico de uso comun para el tratamiento de levaduras del
género Candida. En la cepa Candida albicans 256 Anfotericina B efectué una
inhibicion significativa con un p<0.001 a concentraciones de 40 pg/mL, 20 pg/mL,
10 pg/mL, 5 pg/mL, 2.5 pg/mL, 1.25 pg/mL, 0.62 pg/mL, 0.312 pg/mL, 0. 156 pg/mL,
0.07 pg/mL (Figura 19). En Candida FVF un efecto inhibitorio significativo con un p
<0.001 a concentraciones de 40 ug/mL, 20 pug/mL, 10 pg/mL, 5 ug/mL, 2.5 pg/mL,
1.25 pg/mL, 0.62 pg/mL y p<0.01 a concentraciones de 0.312 pug/mL, 0. 156 pg/mL
(Figura 20). En Candida albicans SC5314 el efecto inhibitorio fue significativo
p<0.001 en las concentraciones 40 pg/mL, 20 pg/mL, 10 pg/mL, 5 pg/mL, 2.5 pg/mL,
1.25 pg/mL, 0.62 pg/mL, 0.312 pug/mL, 0. 156 pg/mL (Figura 21). Todos los efectos
de inhibicion de todas las cepas fueron comparadas con el crecimiento basal de

cada una.
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Candida albicans 256 y Anfotericina B
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Figura 19 Curva de crecimiento de la levadura Candida albicans 256 frente a varias concentraciones de
Anfotericina B. Control (Fase de crecimiento en ausencia de péptido). se observé una significancia estadistica
de *** p< 0.001, en comparacion con el grupo control, crecimiento basal en ausencia de péptido. Analisis por
One-way ANOVA seguida de post-test Tukey.
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Figura 20 Curva de crecimiento de la levadura Candida FVF frente a varias concentraciones de Anfotericina
B. Control (Fase de crecimiento en ausencia de péptido), se observd una significancia estadistica de *** p<
0.001, ** p<0.01 en comparacion con el grupo control, crecimiento basal en ausencia de péptido. Andlisis por
One-way ANOVA seguida de post-test Tukey
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Figura 21 Curva de crecimiento de la levadura Candida albicans SC5314 frente a varias concentraciones de
Anfotericina B.Control (Fase de crecimiento en ausencia de péptido), se observé una significancia estadistica
de *** p< 0.001 en comparacioén con el grupo control, crecimiento basal en ausencia de péptido. Andlisis por
One-way ANOVA seguida de post-test Tukey.
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8. DISCUSION

Los experimentos ejecutados en este trabajo verificaron la actividad antimicrobiana
in vitro de los péptidos analogos de la catelicidina humana LL-37 frente a levaduras
del género Candida. Las variaciones a nivel de la sintesis quimica de los péptidos
sintéticos derivados de LL-37 reflejan una posible alternativa en el efecto
antimicrobiano e incrementar de esta forma su efecto microbicida y/o inhibitorio en
el crecimiento fungico, favoreciendo los avances en el disefio racional de nuevos

péptidos como posibles terapias antifungicas.

En este trabajo los péptidos AC-1y D reflejaron una actividad inhibitoria mayor con
respecto a los péptidos AC-2 y LL-37,1 la variabilidad que se produjo entre estos
péptidos frente a los procesos de inhibicion posiblemente se debe a algunas de
las caracteristicas presentadas a continuacién, los péptidos antimicrobianos estan
cargados positivamente (generalmente +2 a +9), (3) su naturaleza catidénica permite
gue estos péptidos, se unan de manera ideal a las cargas anidnicas de las
membranas bacterianas y celulares. Ringstad et al, descubrié que la absorcion de
un péptido (CNY21) y la desestabilizacién de la membrana aumentan con la carga
positiva del péptido, y se pierde por completo al eliminar todas las cargas positivas
0 aumentadas en exceso; (58) por lo tanto, mantener un balance 6ptimo entre las

cargas dadas al péptido ayudara a aumentar el efecto antimicrobiano de estos.

Por otro lado la hidrofobicidad en los péptidos proporciona la capacidad de insercion
en las membranas microbianas y esta determinada por la naturaleza de
aminoécidos que lo conforman definiendo asi su efecto antimicrobiano; por ultimo
la anfipaticidad por lo general se define como la dualidad que poseen los péptidos
al contener regiones apolares y polares dadas por la conformacion de aminoacidos
presentes en los péptidos (64) y que tiende a ser un requisito fundamental en la
actividad de los péptidos antimicrobianos con estructura de alfa-hélice, por ende
obtener una anfipaticidad perfecta posiblemente da como resultado un aumento
simultdneo de la actividad antimicrobiana (65), de esta manera se ha informado

previamente que la interaccion entre los niveles de hidrofobicidad y la distribucion
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diferencial de residuos positivos a lo largo de la secuencia de un péptido
antimicrobiano es un determinante principal y fundamental de la bioactividad de

este.

Cabe destacar que el péptido LL-37,1 en la cepa Candida albicans 256, mostré un
efecto inhibitorio en todas las cinco concentraciones del estudio dado que este
péptido se encuentra amidado en la posicion C-terminal y esta amidacién ejerce un
efecto protector (temporal) aumentando asi su estabilidad frente a exonucleasas y
potencializando su actividad bioldgica (66).

En cuanto a las variantes quimicas del péptido LL-37, el péptido AC-1 mostré un
excelente efecto de inhibicién en las cinco concentraciones del estudio para la
Candida albicans 256, a 10 uM para Candida FVF y para Candida albicans SC5314.
Este péptido posee un dominio N-terminal acetilado en su estructura quimica que
le confiere una actividad potenciadora permitiendo asi insertarse con mas afinidad
y una capacidad mas profunda en la membrana celular impidiendo un apropiado
empaquetamiento de lipidos y de este modo aumentando su capacidad litica(67) El
péptido D el cual posee un cambio estructural al costado derecho del carbono-a
(carbono quiral) clasificandose como enantiomero D (la diferencia entre los
aminoacidos viene dada por el resto -R, o cadena lateral del aminoacido de
sustitucion unida al carbono-a). Este es un péptido cargado positivamente lo cual le
permite union a las cargas anionicas de las membranas microbianas promoviendo
la desestabilizacion estructural del microorganismo y ademas su estabilidad en

sistemas proteoliticos potencia su efecto antimicrobiano.(68)

Pei-Wen Tsai y colaboradores detectaron la actividad antimicrobiana de LL-37
contra C. albicans, LL-37 tuvo un efecto fungicida comenzando en una dosis de 20
Mg / ml (~ 4.4 uM) y su actividad anti-Candida fue dosis-dependiente; a 40 ug / ml
(~ 8,8 yM), LL-37 inhibi6 fuertemente el crecimiento de hongos, pero a 5 ug / ml (~
1.1 uM) tuvo un ligero efecto de inhibicidn sobre el crecimiento de Candida dentro

de los efectos antimicrobianos de las concentraciones de péptido utilizadas en el
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proyecto en comparacion con las dispuestas por Pei-Wen Tsai y colaboradores, en
el presente estudio se evidencia el efecto inhibitorio a una concentracién de 5 uM
y 2,5 uM de los péptidos analogos de LL-37,1, AC-1 y D frente a la cepa 256 de
C.albicans, con respecto a las cepas FVF y SC5314 el efecto inhibitorio se logré
solo a la concentracion mas alta. Es de anotar que la finalidad de proponer nuevos
péptidos antimicrobianos como posibles candidatos para el perfeccionamiento y
produccion de farmacos terapéuticos, consiste en la busqueda de concentraciones
minimas en las que consecuentemente podria disminuir el riesgo de citotoxicidad

en células del hospedero (69).

En este trabajo no fue establecido el verdadero mecanismo de accién de los
analogos del péptido LL-37 pero se han relacionado estudios tales como el de Pei-
Wen Tsail y colaboradores donde han definido el verdadero mecanismo de accion
inhibitorio de LL-37 frente a Candida albicans teniendo en cuenta que el primer paso
para la colonizacion de Candida en el individuo es la adhesion al tejido celular, este
proceso tiende a darse por medio de la pared celular rica en carbohidratos que
permiten la facil adhesién a las células del hospedero, en ese estudio se utilizé LL-
37 para mirar la fijacion de C. albicans a una superficie abidtica, a la epidermis oral
y a vejigas urinarias murinas, se encontré que la viabilidad celular de Candida era
mas sensible a concentraciones mas altas de (20 a 40 mg / ml) en comparacion
con concentraciones mas bajas (5 y 10 mg / ml), teniendo en cuenta que a
concentraciones de 20 mg/dl se indujo muerte celular. De acuerdo con los
resultados de un ensayo de competencia, los efectos inhibidores de LL-37 sobre la
adhesién y agregacion celular estuvieron mediados por su unién preferencial al
manano, el componente principal de la pared celular de C. albicans, y parcialmente
por su capacidad de unirse a quitina o glucano, que subyace a la capa de manano
(10).

Hoy en dia se han probado en Candida varios péptidos provenientes de distintos
origenes la variabilidad de los AMPs ha hecho que su estudio y utilidad se haya
abarcado satisfactoriamente, como lo es el caso de Marie Kodedova y
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colaboradores donde utilizaron péptidos provenientes del veneno de la abeja
silvestre Halictus sexcinctus HAL-2 el cual posee doce aminoacidos de largo y tiene
cuatro cargas positivas. Para este estudio se seleccionaron cuatro analogos de
HAL-2, uno de los péptidos el péptido VII compuesto completamente de D-
aminoécidos, fue el que mostré mejor actividad antimicrobiana contra la mayoria de
las cepas utilizadas, esta excelente eficacia de D-péptido se debe a que poseen
mayor estabilidad en los sistemas proteoliticos (15) comparado en el presente
estudio con el péptido D, el cual contiene dos fenilalaninas en posicion D
demostrando ser uno de los péptidos con mayor eficacia inhibitoria en las cepas del
estudio.

Los péptidos AC-1 y D se proponen en este trabajo como alternativas terapéuticas
para el tratamiento de infecciones de levaduras en estado plancténico y a las
infecciones asociadas a la formacién de biopeliculas como mecanismo de
virulencia, tras la probabilidad de generar poca resistencia y posiblemente baja
toxicidad en células del hospedero; demostrando su potencial antimicrobiano en
células eucariotas expuestas en este estudio como las levaduras del género
Candida.

Actualmente la terapia comun para el tratamiento de infecciones fangicas tiende a
ser tratamientos con medicamentos azélicos, equinocandinas y polienos dentro del
cual se encuentra la Anfotericina B ejerciendo su papel inhibitorio a través de su
union especifica al ergosterol de membrana, desencadenando asi la formacion de
poros y la pérdida de permeabilidad selectiva a través de la fuga de iones, seguin
Jose P. Guirao et al, Anfotericina B también es capaz de ejercer en células de
Candida albicans la formacion intracelular de especies reactivas de oxigeno (ROS)
y una fuerte activacion inducida de la actividad enzimatica de catalasa, glutation
reductasa y superéxido dismutasa (70).

En un estudio Touil et determinaron la actividad antimicrobiana de Anfotericina B,
caspofungina, voriconazol y dos combinaciones antifungicas (anfotericina B /

caspofungina) y anfotericina B / voriconazol) en 11 aislados de C. albicans
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provenientes de dispositivos médicos determinando la MIC para cada uno y
demostrando asi que Anfotericina B en todos los aislamientos produjo sensibilidad
y una MIC de 0,25 a 1 ug/mL (71) comparado en este estudio en la cepa Candida
albicans 256 resistente a azoles la cual demostré un efecto inhibitorio en las diez
concentraciones utilizadas de Anfotericina B incluyendo 0.156 pg/mL y 0.07 pg/mL
siendo en este caso concentraciones relativamente bajas y con posible uso para

poder ser utilizadas en estudios de citotoxicidad.

Ciertos aspectos sefialan a la Anfotericina B como uno de los medicamentos con
mayores efectos adversos después de su administracién, uno de ellos es el shock
anafilactico, arritmias y falla hepatica, pero también existen reacciones generadas
a partir de la continua administracion de este antifungico incluyendo la hipokalemia,
hipomagnesemia, toxicidad medular y la toxicidad que genera mayor preocupacion
en el campo médico la nefrotoxicidad (72).

Es por ello que se debe seguir en la busqueda continua de péptidos antimicrobianos
con propiedades antifungicas, optimizando parametros biofisicos, minimizando la
toxicidad en células eucaridticas y maximizando el efecto antimicrobiano, se
consideraran como candidatos potenciales a nuevos farmacos dado su mecanismo
de accion rapida al enfocarse especificamente en las membranas fangicas
reduciendo asi la resistencia y la duracién de los tratamientos, de este modo
generando gran impacto en salud publica debido a que aumenta la probabilidad de
tener alternativas de solucion en enfermedades infecciosas provocadas por
levaduras del género Candida donde se han reportado multirresistencias a

medicamentos utilizados actualmente.
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9. CONCLUSIONES

Los péptidos AC-1 y D en las curvas de crecimiento reflejaron ser los péptidos con
mayor potencia inhibitoria y demostraron que a las concentraciones de 10 uM y 5
MM se evidenciaba un efecto antimicrobiano en las levaduras utilizadas en el estudio
siendo estos péptidos promisorios para su posterior uso terapéutico en procesos

infecciosos fangicos.

En la actividad antimicrobiana se destaca el papel de los péptidos LL-37,1 y AC-1
los cuales inhibieron la cepa de C. albicans 256 resistente a azoles hasta una

concentracion de 0.62 pM.

El efecto inhibitorio de la Anfotericina B contra la cepa Candida albicans 256 fue

efectivo a todas las concentraciones demostrando su sensibilidad frente a la misma.
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RECOMENDACIONES

Realizar estudios de citotoxicidad utilizando los péptidos AC-1y LL-37-1 en la

concentracion de 0.62 uM para posibles estudios In vivo de impacto.

Desarrollar ensayos en distintas cepas de levaduras del género Candida utilizando

los péptidos AC-1y LL-37-1 a concentraciones menores de 0,62 uM.

Probar las distintas variaciones de péptidos analogos de LL-37 en mas especies

de levaduras del género Candida (En curso).

Evaluar la actividad antifungica de los péptidos analogos de LL-37 en la formacién

de biofilm de levaduras del género Candida (En curso).
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ANEXOS

Anexo 1: Protocolo para preparacion de Agar Sabouraud dextrosa
(Scharlau).

1. Pesar el contenido de Agar Sabouraud en gramos necesario para

preparar 250 ml de Agar Sabouraud.

1000mL —— 65 gramos.

250mL —— X

250 ml*65 gr
1000 ml

X=16.25gr
Se debe adicionar 16.25 gr para 250 ml de agua destilada.

2. Homogenizacion
3. Esterilizacién por autoclave (15 minutos a 121°C)
4. Retirar el medio de la autoclave, dejar en reposo el medio por 5

minutos y servir en cajas de Petri.
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Anexo 2: Protocolo para preparar concentraciones de péptidos AC-1,

LL-37,1, AC-2, D.

Todos los péptidos se encontraron a una concentraciéon de 1000 uM.

Se utilizé la siguiente formula para llevar los péptidos a una concentracion de 10uM.
Vi*C1=V2*C2
V1+1000 yM = 300 pl * 20 uM

300 pl*x20 uM
1000 pM

V1=6 pl + 294 pl medio RPMI suplementado con MOPS.

NOTA: Como concentracion final se coloco la concentracion deseada al doble
ya que en este caso se le afiadieron 150 ul del indculo (Cepa de Candida mas

medio RPMI), a cada pozo por lo tanto la concentracion del péptido se diluird
mucho mas.
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Anexo 3: Protocolo para preparar concentraciones de Anfotericina B.

Se utilizé Anfotericina B concentrada a 120 ug/ml.
Se utilizo la siguiente formula para tener una concentracién de Anfotericina B de 40

pg/mi.

Vi*C1=V2*C2
V1120 pg/ml = 300 pl * 80 pg/mi

300 plx 80 pug/ml
) 120 pg/ml

V1=200 pl + 100 pl medio RPMI suplementado con MOPS.

NOTA: Como concentracion final se colocé la concentracion deseada al doble
ya que en este caso se le afladieron 150 ul del inoculo (Cepa de Candida mas
medio RPMI), a cada pozo por lo tanto la concentracion de la Anfotericina B se

diluird mucho més.
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