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“El camino del progreso no es ni rapido
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- Marie Curie
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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE PEPTIDOS
DERIVADOS DE LA SECUENCIA RRWQWR DE LACTOFERRICINA BOVINA

RESUMEN

La resistencia antibacteriana es un problema de salud publica y como posible
solucion, se han estudiado los péptidos antimicrobianos (PAMS) ya que estos,
generan menos resistencia que los antibidticos convencionales. La Lactoferricina
Bovina (LfcinB) es un PAM que ha demostrado tener gran actividad contra
bacterias como: E. coli, P. aeruginosa y S. aureus, microrganismos que presentan
altas tasas de resistencia frente a tratamientos convencionales, segun la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS).

En este trabajo se evalud la actividad antibacteriana y hemolitica de péptidos
monoméricos y polivalentes derivados de la LfcinB y sus analogos con
sustituciones de Arg por Lys, contra cepas bacterianas ATCC, mediante la
determinacién de la Concentracibn Minima Inhibitoria (CMI), Concentracién
Minima Bactericida (CMB), Curvas de Letalidad y porcentaje de hemodlisis. Los
péptidos con Lys que exhibieron mayor actividad antibacteriana fueron: el dimero
(KKWQWK),K-Ahx contra E. coli ATCC 25922 y P. aeruginosa ATCC 27853 (MIC
24 y 48 M, respectivamente), y el tetrdmero (KKWQWK)4K;-Ahx,-C, contra S.
aureus ATCC 25923 (MIC 47 pM). Para la cinética de muerte a las 48 horas, el
péptido (KKWQWK),K-Ahx present6 efecto bacteriostatico contra a E. coli ATCC
25922 vy Dbactericida contra P. aeruginosa ATCC 27853 y el péptido
(KKWQWK)4K,-Ahx,-C,, efecto bactericida contra S. aureus ATCC 25923.
Adicionalmente, se evidencio una disminucién de la actividad hemolitica de los
péptidos con Lys, de 2 a 7 veces comparados con los péptidos originales. Estos
resultados indican que el cambio de Arg por Lys en péptidos derivados de LfcinB

puede ser una estrategia para obtener moléculas promisorias a menores costos.

Palabras claves: Lactoferricina, sustituciones, Arginina, Lisina, actividad

antibacteriana.
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1. INTRODUCCION

Segun la OMS, la farmacorresistencia, se genera cuando los microrganismos
(bacterias, parasitos, hongos y virus) sufren cambios o mutaciones, que hacen que
los medicamentos que son empleados comunmente para tratar las infecciones
causados por estos, dejen de ser eficaces. Cuando se habla especificamente de
la Resistencia Antibacteriana (RA), se hace referencia al fenémeno que sufren las
bacterias, cuando dejan de ser afectadas por los antibiéticos para los que
anteriormente eran sensibles, situacién que ha crecido rapidamente en los Ultimos
afios?; en este escenario, la RA se ha convertido en un problema de salud publica

a nivel mundial®.

En el afio 2017, la OMS, publicé “una lista de las bacterias para las que se
necesitaban urgentemente nuevos antibiéticos™; la lista divide a las bacterias en
tres categorias segun la urgencia con la que se requieren los nuevos farmacos:
prioridad critica, elevada y media.® Las bacterias que encabezan el grupo de
prioridad critica son Acinetobacter, Pseudomonas y varias enterobacterias
(Escherichia coli, Serratia spp, Klebsiella spp); dentro de las bacterias de
prioridad elevada se encuentran Staphylococcus aureus Yy Enterococcus
faecium, y en prioridad media se encuentran Streptococcus pneumoniae,

Haemophilus influenzae y Shigella spp>.

Con el fin de recopilar informacion epidemiolégica sobre la RA y asi poder
controlarla, la OMS creé el Sistema Mundial de Vigilancia de la Resistencia a los
Antimicrobianos (GLASS), en donde participan 22 paises. GLASS reporté que, E.
coli ha presentado resistencia a la ciprofloxacina entre un 8% y 65%* en lo que
respecta a S. aureus, informa que los pacientes que presentan infecciones
causadas por SARM (S. aureus Meticilino Resistente), tienen una probabilidad de
mortalidad del 64%, comparado con los pacientes que presentan infecciones no
resistentes®. También afirma que, P. aeruginosa ha presentado alta resistencia a

los carbapenémicos®. Debido a que S. aureus, E. coli y P. aeruginosa son
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microorganismos gue encabezan la lista de prioridad critica y elevada descrita por

la OMS, se eligieron para ser evaluadas en este proyecto de investigacion.

S. aureus, E. coli y P. aeruginosa estan ampliamente distribuidos en la naturaleza,
las infecciones generadas por estas bacterias se asocian principalmente al
ambiente hospitalario®; llegando a causar desde una diarrea hasta una meningitis
en el caso de E. coli, una bacteriemia o infecciones de piel en el caso de S.
aureus, e incluso una neumonia o infecciones del tracto urinario en el caso de P.
aeruginosa’. La patogénesis de estos microorganismos se debe principalmente a
aspectos como: minimos requerimientos nutricionales, factores de virulencia,
resistencia intrinseca contra un gran numero de antibiéticos y tolerancia a una

amplia variedad de condiciones fisicas’.

Esta situacién hace que se preste mayor atencion al uso inadecuado de los
antibioticos convencionales y lleva a la busqueda de nuevas alternativas
terapéuticas, entre estas, se ha considerado el uso de péptidos antimicrobianos
(PAMs), moléculas que han marcado trascendencia en los ultimos 25 afios debido
a que presentan diversas funciones biolégicas como: actividad antimicrobiana,
antiinflamatoria, inmunomoduladora, antioxidante, antitrombdtica, antitumoral,
entre otras®®. Adicionalmente, los PAMs como farmacos presentan ventajas como:
(i) multiples mecanismos de accion, (ii) amplio espectro de actividad y (iii) bajo
potencial de resistencia'®. El disefio de nuevos farmacos implica tener en cuenta el
costo de produccion, la actividad antibacteriana, el sistema de obtencion, la via de

administracion, entre otros.

Un PAM ampliamente estudiado es la Lactoferricina Bovina (LfcinB), la cual
proviene de una proteina llamada Lactoferrina Bovina (LFB) y ha presentado
actividad antibacteriana contra bacterias Gram Positivas y Gram Negativas®.
Varios autores han evaluado péptidos derivados de LfcinB, evidenciando que
modificaciones en las secuencias pueden potenciar la actividad antibacteriana. En
previos estudios se ha reportado que péptidos monoméricos, diméricos y

tetraméricos derivados de la LfcinB han presentado alta actividad contra bacterias
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Gram positivas y Gram negativas y son considerados como promisorios agentes
terapéuticos, pero, se ha visto también que estos péptidos, presentan actividad
hemolitica, lo cual, seria un problema al momento de ser administrados al ser
humano. Por otro lado, estas moléculas contienen un nimero elevado de residuos
de Arginina lo que los hace costosos de producir y dificultan su sintesis. Se ha
visto en otros estudios que cambios de Arginina (R) por Lisina (K), pueden ayudar
a mejorar las anteriores desventajas, por esta razon, en este trabajo se evaluo la
actividad antibacteriana contra E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853 y
S. aureus ATCC 25923.y la actividad hemolitica de ocho péptidos derivados de
LfcinB, incluyendo un monémero, dimero, tetramero y palindromo, ricos en R a los

cuales se les realiz6 sustituciones por K.
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2. ANTECEDENTES

Aunque previamente han habido investigaciones en las que se describieron otras
funciones biologicas para los PAMs, solo hasta la década de los afios 80 fueron
reconocidos como moléculas antimicrobianas™. Uno de los primeros péptidos en
ser evaluado frente a distintas cepas bacterianas (Gram negativas y Gram
positivas) fue la Magainina, un PAM producido por anfibios, y que presenta alta
actividad antibacteriana'®. Luego surgieron otros péptidos con actividad
antimicrobiana, entre ellos se encuentran: las cecropinas, defensinas,

catelicidinas, histatinas, lactoferricinas, entre otras®?.

Desde inicios de la década de los 90, se empez0 a estudiar la Lactoferrina (LF);
una glicoproteina que hace parte de la familia de las transferrinas (por su
capacidad de quelar hierro)*® y que puede ser encontrada en la leche, saliva,
secreciones vaginales, semen, entre otros. Dentro de sus funciones biologicas se
encuentra la actividad antimicrobiana, presentando actividad antibacteriana contra

E. coli, L. pneumophila, V. cholerae, S. mutans,y otras bacterias™>**

LFB esta involucrada en la prevencion de diarrea en nifios menores de 5 afos,
debido a que es “la segunda proteina mas abundante en la leche materna,
encontrandose en una concentracion de 10 mg/mL en el calostro humano y 1
mg/mL en la leche madura”?. Teniendo en cuenta esto, Covefias et al*® analizé
los efectos de la LFB contra aislados clinicos bacterianos de E. coli, en donde las
muestras eran provenientes de nifios con diarrea, y se obtuvo “que las cepas
expuestas a LFB disminuyeron la formacion de biofilm incluso a bajas
concentraciones (0,01 mg/mL) al igual que el estudio realizado en cepas prototipos

de E. coli Enteroagregativa (EAEC)"*.

A la LF se le han atribuido varios mecanismos de accion, en primer lugar, la
capacidad de quelar el hierro, que impide que las bacterias adquieran este
nutriente esencial para su metabolismo y, en segundo lugar, la unién a las porinas

y al lipido A del polisacéarido de las bacterias Gram negativas, ocasionando asi la
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permeabilidad de la membrana'®. Adicionalmente, autores sugieren que LF estaria
cumpliendo una funcién precursora, ya que los dominios activos para la LFB y LF
Humana (LFH) son la LfcinB (FKCRRWQWRMKKLGAPSITCVRRAFA) y la Lfcin
Humana (LfcinH), respectivamente; estas secuencias se derivan de la region N-

terminal de la proteina de origen®.

Aguilera, et al*®

menciona que LfcinB y LfcinH, provienen de la digestion acido-
pepsina de LFB y LFH y que estas moléculas, presentan una mayor actividad
antibacteriana contra una gran variedad de microorganismos, con respecto a la
actividad de la LF nativa; y adicionalmente se ha visto que LfcinB tiene mayor

actividad antibacteriana que LfcinH™®.

Bellamy, et al’ evalud la actividad antibacteriana de LfcinB contra 31 cepas ATCC
de especies bacterianas (algunas de ellas son E. coli, K. pneumoniae, P.
aeruginosa, S. enteritidis, Y. enterocolitica, P. vulgaris, entre otras) y observo que
“LfcinB causo una pérdida detectable de capacidad de formacion de colonias en la
mayoria de las cepas examinadas. En algunos casos, mas del 99.9% de las

células fueron eliminadas dentro de los 60 min de exposicion”®.

Estudios previos sobre el mecanismo de accion de la LfcinB y otros péptidos
derivados, mostraron la capacidad de estos para unirse a lipopolisacaridos de E.
coli, seguido de dafios y alteraciones en la permeabilidad de la membrana externa
de las bacterias”®. A pesar de lo anteriormente dicho, el mecanismo de accion

antibacteriano de la LfcinB y péptidos derivados alin no esta totalmente claro®®.

Existen varias razones que han limitado hasta ahora la implementacién clinica de
los PAMs, algunas de ellas son: i) alta susceptibilidad a la degradacion por
proteasas endbégenas y microbianas, ii) toxicidad debido a la alta concentracion
necesaria para inhibir las bacterias vy iii) vida media corta debido a la alta unién a

proteinas®’.

18



Debido a lo anterior, investigadores han realizado modificaciones en las
secuencias peptidicas, con el objetivo de encontrar péptidos cortos que superen
esas desventajas mencionadas anteriormente, por ejemplo, Mishra, et al'®
encontraron que, los péptidos en los que predomina el Trp o la Pro, pueden actuar
frente a los microorganismos, mediante el ataque a blancos intracelulares y de

esta manera logran ser menos toxicos para las células sanas.

Se han reportado ciertas modificaciones en PAMs, con la finalidad de obtener una
version proteoliticamente resistente de estos; esto sucede principalmente, por el
uso de D-aminoéacidos y de variaciones en la secuencia; debido a lo anterior, se ha

visto que, “el disefio de la cadena peptidica, particularmente mediante la
introduccion de multiples puntos de ramificacion para obtener PAMs dendrimeros
sintéticos (PAMDS), parece una solucién prometedora para superar los problemas
antes mencionados™’.

En vista que las modificaciones pueden potenciar la actividad de los péptidos, el
grupo de investigacion Sintesis y Aplicacion de Moléculas Peptidicas (SAMP) de la
Universidad Nacional, ha evaluado péptidos derivados de LfcinB, con diferentes

modificaciones. Ledn, et alt®

evaluaron la actividad antibacteriana de péptidos
derivados de LfcinB con diferentes modificaciones, como: presencia de
aminoacidos naturales, reduccion o elongacion de la secuencia, repeticion del
motivo minimo, entre otros, y encontraron que péptidos mas cortos que LfcinB,
como un palindromo y un tetrdmero, presentaron la mayor actividad contra cepas
ATCC de E. coli y E. faecalis que la LfcinB y la LFB, por lo tanto se comprobé que
‘es posible disefiar y obtener péptidos sintéticos que exhiben actividad
antibacteriana mejorada utilizando una metodologia que es rapida y que permite

obtener productos con un alto grado de pureza y alto rendimiento”®.

Posteriormente, Huertas, et al®

evidenciaron que: i) péptidos monomeéricos y
polivalentes que contienen el motivo minimo RRWQWR presentaron actividad

antibacteriana contra S. enteritidis ATCC 13076 y E. coli ATCC 11775; ii) La
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proteina LFB no mostré actividad antibacteriana ya que presenté valores
CMI/CMB de >200 pg/mL iii) el péptido dimérico mostré actividad frente a S.
maltophilia ATCC 13636, con valores de CMI/CMB de 50 pg/mL. Este estudio
demuestra que la polivalencia es una estrategia para potenciar la actividad de los
péptidos, ya que como se observé, los péptidos derivados del motivo minimo de

LfcinB, exhiben alta actividad antibacteriana, incluso mayor que LfcinB y LFB.

Vargas et al** reportd que, los péptidos dimero y tetrdmero, LfcinB (20-25), y
LfcinB (20—-25)4 exhibieron mayor actividad antibacteriana contra 3 cepas ATCC de
E. coli estudiadas, al compararlos con la actividad del motivo minimo; de esta
forma, presentaron un rango de CMI de 5 a 22 yM. Ademas de esto, LfcinB (20—
25), presentd también actividad antibacteriana contra P. aeruginosa y S. aureus
con valores de CMI de 11 y 22 uM, respectivamente. Por otro lado, cabe resaltar
que LfcinB (21-25)pa presentd mayor actividad antibacteriana, especialmente
contra las cepas ATCC de E. coli evaluadas en un rango de 17 a 67 yM, adicional
a esto, LfcinB (20-25), y LfcinB (21-25),a, no exhibieron alto efecto hemolitico
(~5%) a las concentraciones evaluadas a diferencia de LfcinB (20-25), (~22%),
los resultados indican que estos péptidos son promisorios para el desarrollo

terapéutico, pero se necesitan estrategias para su administracion.

Se ha podido evidenciar que la posicion de los residuos basicos en la secuencia
afecta la actividad antimicrobiana de los PAMs. Aquellos que son ricos en Prolina,
se caracterizan por interactuar con el ribosoma 70S e inhibir la sintesis de
proteinas; ademas de ello inducen a un plegamiento incorrecto de proteinas. En
cuanto a los PAMs ricos en Triptéfano, pueden atravesar las membranas
bacterianas sin afectar la integridad de la misma y también actlan a través de

dianas intracelulares?®.

Los residuos de aminoacidos son de gran importancia en cuanto al desempefio
gue tienen los péptidos contra las bacterias, ya que algunas modificaciones de

aminoécidos generan variaciones en la actividad, por ejemplo, Arias, et al* afirma
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gue las sustituciones realizadas de Arginina (Arg) por Lisina (Lys) podrian
potenciar la actividad antibacteriana, los residuos basicos, cargados
positivamente, juegan un papel importante en la interaccion electrostatica con

moléculas cargadas negativamente de las membranas bacterianas®.

En el estudio de Arias, et al®® analiz6 la permeabilidad de la membrana
citoplasmatica de E. coli, de péptidos con residuos cargados positivamente, como
Arg y Lys; los resultados sugieren, que estas sustituciones, podrian mejorar la
actividad de los PAMs; ademas de ello, se ha visto que al momento de la sintesis

de los péptidos usando residuos de Lys, se reducen los costos?>.

Sung, et al**

disefiaron, sintetizaron y evaluaron los péptidos: tritrpticina y SYM11
gue contenian Arg y sus homodlogos TRK y SYM11KK, que contenian Lys,
obteniendo que los péptidos con sustituciones por Lys presentaron actividad
antibacteriana casi dos veces mayor que los que tenian Arg y adicionalmente no

mostraron actividad hemolitica %*.

Chen, et al®

evalud péptidos ricos en residuos basicos, derivados de LfcinB de la
secuencia 20 a 29. Estos residuos basicos se modificaron con Arg, Trp, Lys, lle 'y
Phe y se evaluaron frente E. coli ATCC 25922, un aislado de E. coli (resistente a
gentaminica, ampicilina, kanamicina, estreptomicina, azitromicina, entre otros), S.
aureus ATCC 25923 y E. faecalis ATCC 29212. ElI péptido LFB-KW
(KKWWWKKKKKW) presentd la mayor actividad contra las cepas de E. coli (E.
coli 25922 CMI y CMB: 7,2 uM; aislado de E. coli CMI y CMB: 4,8 uM), en
comparacion con el péptido LFB-RW (RRWWWRWRRW) (E. coli 25922 CMI 8,8

UMy CMB: 13,1 pM; aislado de E. coli CMI 3,3 uM y CMB: 13,1 pM)%,

Como se puede observar, los cambios de estos aminoacidos son una estrategia
prometedora para potenciar la actividad de los PAMs y disminuir la actividad
hemolitica, reduciendo costos, por lo tanto, en este proyecto se planted evaluar la
actividad antibacteriana de péptidos derivados de LfcinB, a los cuales se les

realizé sustituciones de Arg por Lys. Esto se realizé con el fin corroborar si para
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secuencias derivadas del motivo minimo de LfcinB se puede modificar la actividad
antibacteriana y hemolitica, al realizar estas sustituciones, minimizando costos
durante el proceso de sintesis, ya que, el precio de la Arg es tres veces mayor,
que el precio de la Lys; ademas, la Arg necesita méas ciclos de acople que la Lys
para ser introducido en la cadena peptidica.
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3. OBJETIVOS
3.1. 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.

3.2. Objetivos especificos

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

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

e Realizar la curva de letalidad para el péptido analogo que presente mayor
actividad antibacteriana y menor actividad hemolitica contra las cepas

ATCC mencionadas.
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4. MARCO TEORICO

4.1. Péptidos Antimicrobianos
4.1.1. Definicion

Los péptidos antimicrobianos (PAMs) son moléculas de bajo peso molecular, que
estdn compuestas por alrededor de 10 a 100 aminoacidos?®; estos péptidos
generalmente contienen residuos hidrofobos como el Triptéfano y aminoacidos
basicos, como la Arginina, estos Ultimos se encargan de conferirle la carga
positiva a la molécula®’. Los PAMs se pueden clasificar teniendo en cuenta la
estructura®. Seglin la estructura secundaria se clasifican principalmente en: hojas
B y las hélices a. De este mismo modo, hay otros péptidos que pueden estar

constituidos por formaciones ciclicas, vueltas o random coil*%.

Los PAMs componen el sistema inmune de la mayoria de organismos vivos como
bacterias, plantas, insectos y vertebrados'?; en los invertebrados, es la principal
defensa del sistema inmune innato, y en los vertebrados tienen un papel
importante en la “modulacién del sistema inmune adaptativo en la defensa ante los
patégenos™?. Se pueden expresar de forma constitutiva, cuando se encuentran
almacenados como precursores inactivos en los granulos de las células, o por
estimulos®® y se han logrado aislar y caracterizar con técnicas como: inmuno-
métodos quimicos, Cromatografia Liquida de Alto Rendimiento (HPLC), andlisis de
aminoacidos y Espectrometria de Masas (MS); también se pueden sintetizar a

través de la SPPS (Sintesis de Péptidos en Fase Sélida)™.

4.1.2. Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana de los PAMs es atribuida a cuatro aspectos
principalmente: carga neta (generalmente cationica), composicion de aminoacidos
(residuos cationicos e hidréfobos), anfipaticidad y tamafio (hasta 100
aminoacidos). Estas caracteristicas son las que promueven la interaccion del

péptido con las bicapas lipidicas que forman las membranas citoplasmaticas de
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ciertos patégenos (bacterias, virus envueltos, parasitos y hongos), en las cuales,

se ha visto formacién de poros por accién de los PAMs®,
4.2. Generalidades de la Lactoferrina Bovina

La Lactoferrina Bovina (LFB) es la proteina de la cual proviene la LfcinB; LFB es
derivada de la leche y posee multiples propiedades biologicas, tales como:
regulacibn homeostética, actividad antimicrobiana, modulacién de la respuesta
inmune, entre otras’. En la actualidad hay mdltiples estudios basados en LFB y
péptidos derivados que se encuentran en fase preclinica y clinica, por ejemplo: (i)
Talactoferrina, la cual esta en fase clinica (Tabla 1), (i) Productos comerciales con
aprobacion pendiente de la FDA (Food and Drug Administration); LFB se usa

como ingrediente o componente principal, para estos medicamentos, en E.EE.U.Uy

en algunos paises de Europa (Tabla 2)* y (i) la Lactoferrin Gold 1.8® vy

Apolactoferrina que ya estan comercializados en el mercado (Tabla 3) 332

Tabla 1. Fases clinicas de prueba de Talactoferrina de Agennix para su aplicacién
terapéutica®

Talactoferrina Aplicacion Fase actual
Carcinoma renal Fase Il resultados
Oral Sepsis Fase Il preparacion
Otros tipos de cancer Fase | resultados
o Ulceras de pie diabético Fase Il resultados
Topica _ :
Ulcera venosas , varices Fase |

Fase |. Fase inicial, prueba del producto en individuos sanos para estimar la dosis 6ptima,
inocuidad y efectos colaterales; Fase Il: Se prueba en pacientes para estimar seguridad, eficacia y
dosis 6ptima para tratamiento

Tabla 2. Productos comerciales derivados de LFB con aprobacion pendiente de la FDA*

Producto Efecto Aplicacion Compafiia

Higiene dental,
gingivitis,
periodontitis

Immunotec USA
www.immunotech.com

Antimicrobiano,

Crema dental . .
anti-inflamatorio.
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Crema,

Gingivitis, .
enjuague e hilo  Antimicrobiano, inflamacion, B'O]}SQE,[S_SA
dental, goma  anti-inflamatorio. boca www.dru sto.re com
de mascar seca Qg '
BioTears Gel - . Resequgdgd NaturalEyeCare USA
Antimicrobiano ocular cronica
Caps con bLf www.naturaleyecare.com
severa
Como
Lactoferrin Antlr_nlcr_oblano, hutraceutico, Jarrow Formulas USA
. anti-oxidante, favorece N
capsulas N - WWW.evitamins.com
anti-anémico absorcion de
hierro
Lacromin Prom_otpr del . .CUIUVO,S Ventria Bioscience
crecimiento in vitro de lineas )
(rhLf) www.ventria.com
celular celulares
Praventin,
bebida Antimicrobiano, Ayuda a DMV Paises Bajos
preparada con . ~
R anti-oxidante, reparar dafo www.dmv-
péptidos . ! : , . :
: : anti-inflamatorio tisular en piel international.com
bioactivos y
bLf

Tabla 3. Productos comercializados en el mercado y aprobados por la FDA3!3?

Producto

Aplicacion

Laboratorio

Lactoferrin Gold 1.8

Alternativa para digerir
productos lacteos con alto

contenido de grasa

bioQuad

Lactoferrin
(Apolactoferrin)

Suplemento que estimula
el sistema inmunoldgico;
promueve crecimiento de

flora bacteriana

LifeExtension
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4.3. Generalidades de la Lactoferricina Bovina
4.3.1. Estructura y propiedades de la Lactoferricina Bovina

La LfcinB es un péptido catiénico anfipatico®®, ubicado en la regién amino-terminal
de la proteina LFB y se obtiene por medio de la hidrélisis de esta proteina a través
de la pepsina gastrica presente en el estbmago; este proceso metabdlico genera
un fragmento peptidico compuesto por 25 aminoacidos
(*'FKCRRWQWRMKKLGAPSITCVRRAF*)*,

La LfcinB presenta un bucle conformado por 18 residuos de aminoacidos; este
bucle se forma por un enlace disulfuro presente entre los residuos *°Cys y *Cys,
aminoécidos basicos (Arg y Lys) y residuos hidréfobos (Trp)* (Figura 1). La LfcinB
se caracteriza por ser un PAM ciclico con una estructura helicoidal compuesto por

dos hojas-B*.

&£

(N,

® 00}

Figura 1. Estructura de LfcinB: se observa la secuencia de aminoacidos que conforman la estructura de
LfcinB; se destaca el bucle que se genera por el puente disulfuro entre las dos Cisteinas (C), aminoacidos que
se encuentran resaltados en negro. En rojo estan los aminoacidos cargados positivamente: i) R: Arginina ii) K:
Lisina. La numeracion hace referencia a la posicion que tienen los aminoacidos en la proteina35.

4.3.2. Funcién bioldgica

La funcion biolégica de este péptido, ha sido evaluada a partir de Lfcin tanto de
origen humano, como de origen bovino, murino y/o caprino entre otros®*. La

LfcinB, ha presentado la mayor actividad antibacteriana contra bacterias Gram
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positivas y Gram negativas, con respecto a las Lfcin provenientes de otras
especies®™; el mecanismo de accién antibacteriano se explicara mas adelante.
Ademas de ello, en varios estudios, se ha visto reflejada la actividad antifungica
que presenta LfcinB, la cual va relacionada con la interaccién péptido-membrana
citoplasmatica del hongo, y con el aumento de la produccion de leucocitos
polimorfonucleares®*. Con respecto a la actividad antiparasitaria, se desconoce
con exactitud el mecanismo de accion, pero se cree que va dirigido hacia “la
atraccion de cargas entre la superficie celular negativa de algunos protozoarios y

la Lfcin”.

4.3.3. Dominio activo

El motivo responsable de la actividad antimicrobiana selectiva de la LfcinB es la
secuencia LfcinB (20-25) : ?RRWQWR? * |a cual posee residuos de cargas
positivas (Arg y Lys) y residuos hidrofébicos (Trp) que interfieren en su mecanismo
de accién®®. Se han disefiado moléculas con modificaciones en la secuencia
original de la LfcinB, con el fin de potenciar su actividad antimicrobiana,
basandose en los siguientes parametros: la hidrofobicidad, la carga neta, la
asimetria de la carga, la afinidad micelar y la lipofilia®®. Algunos cambios
especificos que se han realizado consisten en: (i) la incorporacion de aminoécidos
no naturales, (ii) la reduccién o elongacién del motivo, (iii) la sustitucién de
residuos basicos por residuos no cargados, (iv) la presentacion multiple del motivo
RRWQWR en secuencias palindromicas, diméricas y tetraméricas, y (v) la

variacion de la longitud de secuencia®>®.

4.3.4. Mecanismo de accidén antibacteriano

El mecanismo de accion de LfcinB se basa en su afinidad con la membrana
plasmatica de las bacterias, a través de interacciones electrostaticas entre los
componentes de la membrana bacteriana cargados negativamente y los residuos
positivos del péptido (Arg)*°. Posterior a ello, los residuos hidréfobos (Trp),

interactlan con la bicapa lipidica de la membrana, promoviendo disrupcion; lo que
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conduce a la desestabilizacion y al incremento de la permeabilidad de la misma, lo

que finalmente ocasiona su lisis***.

4. 4. Sustituciones de aminoéacidos en PAMs

La mayoria de los PAMs presentan carga positiva, esto, facilita en gran medida la
interaccién electrostatica que se presenta entre los péptidos y la carga negativa
que poseen los microorganismos; de este modo se provoca el desequilibrio del
microorganismo y se puede llegar a generar la lisis celular*?. Las sustituciones de
aminoacidos no sélo se realizan con el fin de mejorar la actividad antibacteriana,
también se ha visto que pueden mejorar la actividad antifingica de ciertos

péptidos™.

El incremento de la actividad (antibacteriana o antifiingica) del péptido al hacer los
cambios de aminoéacidos en ciertas posiciones de la cadena péptida, se logra

aumentando la carga neta positiva y/o la hidrofobicidad del péptido®.

4.4.1. Sustituciones de Arg por Lys en PAMs

Los cambios de Arg por Lys logran mantener o incrementar la actividad
antibacteriana de ciertos péptidos cuando son evaluados contra cepas
bacterianas; Yang et al** evidencié que los péptidos sustituidos con Lys (TRK y
SYM11KK) exhibieron casi dos veces mayor actividad antibacteriana que los
péptidos originales. Ademas de ello, evalu6 el porcentaje de hemdlisis de estas
moléculas, y observo que no presentaban actividad hemolitica a concentraciones
de 100 y 200 pg/mL?.

Por otro lado, se ha visto que al usar residuos de Lys para el disefio y la
construccion de estos péptidos cortos derivados de LfcinB, resulta ser mucho mas
econOémico que usar Arg; esto se debe a que, industrialmente, la compra de Lys es

menos costosa®*,

Al realizar este tipo de sustituciones, no siempre se logra incrementar la actividad

antibacteriana del péptido, ya que en ciertas ocasiones la actividad puede
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mantenerse o puede disminuirse, con respecto a la actividad del péptido original.

Arias et al*?

observo que al realizar los cambios de Arg por Lys en sus péptidos
ricos en Triptofano, lograba mantener la actividad antibacteriana en la mayoria de
los casos contra E. coli ATCC 25922, por ejemplo, como se evidencié para
Tritrp3—Arg y Tritrp3—Lys, donde ambos péptidos presentaron CMI de 2 pM. En el
Unico caso en donde se disminuyo la actividad antibacteriana fue para Tritrp7—Arg

y Tritrp7—Lys, donde presentaron MIC de 8 y 32 pM, respectivamente?.

4.4.2. Sustituciones de Arg por Lys en péptidos derivados de LFB

Chen et al®

estudio péptidos cortos derivados de la Lactoferrina Bovina, en donde
observo que la actividad antibacteriana se mantiene, con respecto a la actividad
gue presenta el péptido original, como ocurre con LFB-RW y LFB-KW; por
ejemplo, para E. coli ATCC 25922 presentaron MIC de 8.80 y 7.20 uM,
respectivamente®. El propdsito de este reporte fue disefiar péptidos analogos
cortos, con mayor actividad que la LfcinB, mediante el concepto de carga

cationica, usando residuos positivos como la Lys.
4.5. Caracteristicas biolégicas de Escherichia coli

E. coli es un bacilo Gram negativo no esporulado, perteneciente a la familia de las
enterobacterias; es movil, oxidasa negativo, catalasa positivo, reductor de nitratos
a nitritos, capaz de fermentar la glucosa y la lactosa, con produccion de &cido y
gas™. E. coli estd compuesta por tres antigenos que la caracterizan: i) Antigeno O:

Somatico. ii) Antigeno K: De superficie y iii) Antigeno H: Flagelar®®.

4.5.1. Patogenia

Hasta el momento, se encuentran descritos seis serotipos de E. coli patdbgenos
productores de diarrea en individuos; E. coli enterotoxigénica (ETEC),
enterohemorragica (EHEC), enteroinvasiva (EIEC), enteropatdgena (EPEC),
enteroagregativa (EAEC) y de adherencia difusa (DAEC)”. El mecanismo de

patogenicidad del microorganismo para poder generar la diarrea, depende del
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serotipo de E. coli que infecte al individuo; de este modo, puede hacerlo por medio
de: invasividad, produccion de citotoxinas, enterotoxinas y por adherencia a la

superficie de la mucosa del intestino™.

El hombre y los animales de sangre caliente, son los principales reservorios de
esta bacteria; el modo de transmisién se puede producir por via fecal-oral, o por
consumir agua y alimentos contaminados con el microorganismo®®. Ademas de
producir diarrea, E. coli puede diseminarse por fuera del intestino, llegar al torrente
sanguineo y causar bacteriemias; adicional a ello, también es responsable de
generar infecciones urinarias (cistitis aguda, pielonefritis), infecciones
hepatobiliares, cutaneas y pulmonares; en neonatos especialmente con

nacimiento prematuro puede causar meningitis*®.

4.5.2. Tratamiento

En la actualidad, se ha visto un incremento de la resistencia de E. coli a ciertos
antibioticos que se consideraban antes como convencionales para su tratamiento,
especialmente en enfermedades de tipo urinarias; entre ellos encontramos
ciprofloxacina, trimetoprim-sulfametoxazol y ampicilina®®. Ahora, se estan
implementando otros antibioticos como forma de terapia para el control de estas
enfermedades, y son los siguientes: nitrofurantoina, amoxicilina/acido clavulanico,

cefotaxima, cefuroxima, fluoroquinolona®.
4.4.3. E. coli ATCC 25922

En la siguiente tabla se encuentran las caracteristicas de la cepa
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Tabla 4. Caracteristicas de E. coli ATCC®!

Escherichia coli (Migula) Castellani y Chalmers

Nombre (ATCC ® 25922 ™)
Clasificaciéon Enterobacteriaceae
Aislamiento Aislado clinico

Nivel de bioseguridad Nivel 1
Formato del producto Liofilizado
Medio de cultivo Agar Trypticasa Soja
Condiciones de o . .
crecimiento 37°C. Ambiente aerdbico

Control de calidad para medios de cultivo
microbiol6gicos; métodos para determinar la actividad

Aplicaciones bactericida de los agentes antimicrobianos; estandares
de rendimiento para pruebas de sensibilidad de
antimicrobianos en discos.

4.6. Caracteristicas bioldgicas de Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa es un bacilo Gram negativo ligeramente curvo, perteneciente a la
familia Pseudomonaceae; es movil debido a que posee un flagelo polar®, es
oxidasa y catalasa positivo®®. Las cepas de P. aeruginosa se caracterizan
principalmente, por la produccién de pigmentos en los medios de cultivo, tales
como: i) Piocianina: Pigmento azulado. ii) Pioverdina: Pigmento amarillo-verdoso

ante la luz UV. iii) Piorrubina: Pigmento rojo y iv) Piomelanina: Pigmento marrén®*.

4.6.1. Patogenia

Es una bacteria oportunista, asociada principalmente a infecciones
intrahospitalarias; puede generar infecciones leves en érganos externos (oidos,
foliculos pilosos), infecciones graves en érganos internos (Torrente sanguineo,
pulmones, vélvulas cardiacas)®®, ademas de infecciones en las vias urinarias®.
Los factores de virulencia asociados con la patogenia de P. aeruginosa son ‘la

capacidad de adherencia, produccién de toxinas y produccion de glycocalix”>®.

Esta bacteria se encuentra distribuida ampliamente en la naturaleza, esta presente
en el suelo, el agua y las plantas, y soporta una gran variedad de condiciones
fisicas (temperatura, presién, pH)®. El modo exdgeno de transmisién, es por el
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contacto de las manos contaminadas del personal de salud, con las superficies y

dispositivos médicos que carecen de limpieza y desinfeccién®’.
4.6.2. Tratamiento

P. aeruginosa ha mostrado alta resistencia contra los tratamientos terapéuticos de
la ciprofloxacina, gentamicina, aztreonam, ceftazidime, cefepime, antibidticos que
tienen baja actividad antibacteriana contra este microorganismo®’. AUn en el
mercado se encuentran disponibles otros antibioticos para los cuales, esta
bacteria no ha presentado resistencia y dentro de ellos tenemos la amikacina,

meropenem, piperacilina-tazobactam®®.

4.6.3. P. aeruginosa ATCC 27853

En la siguiente tabla se encuentran las caracteristicas de la cepa

Tabla 5. Caracteristicas de P. aeruginosa ATCC®®

Nombre Pseudomonas aeruginosa (Schroeter) Migula
(ATCC ® 27853™ )
Clasificacion Pseudomonadaceae
Aislamiento Sangre
Nivel de bioseguridad Nivel 2
Formato del producto Liofilizado
Medio de cultivo Agar Trypticasa Soja
C%?gé?:}%gﬁfode 37°C. Ambiente aerdbico

Aplicaciones Control de calidad para medios de cultivo
microbioldgicos; estandares de rendimiento para
pruebas de susceptibilidad a antimicrobianos en
discos.

4.7. Caracteristicas biologicas de Staphylococcus aureus

S. aureus es un coco Gram positivo, perteneciente a la familia Staphylococcaceae,
y generalmente se agrupa en racimos®. Esta bacteria es inmévil, catalasa
positiva, oxidasa negativa, coagulasa positivo, fermentadora de manitol®*. La facil
y rapida diseminacién de la bacteria, se debe a que se encuentra en la microbiota

normal en piel y las mucosas, especificamente en la zona nasal-oral®*.
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4.7.1. Patogenia

S. aureus, también es asociado a infecciones intrahospitalarias producidas en
pacientes inmunocomprometidos, pero ademas de ello, es causante de otras
enfermedades como endocarditis, shock toxico, osteomielitis, neumonia, foliculitis,
impétigo, celulitis, sindrome de piel escaldada, abscesos, mastitis vy
bacteriemias®’. Ademas de esto, se ha dicho que la presencia de S. aureus
también esta relacionada con la mala higiene e inadecuada manipulacion de los
alimentos; la intoxicacion se debe a una enterotoxina estafilocécica, caracterizada

por ser resistente a altas temperaturas®,

La patogenia de S. aureus es mediada por la produccion de exotoxinas
encargadas de dafar las membranas de las células del individuo hospedero; estas
exotoxinas son “a-hemolisina, B-hemolisina, y-hemolisina, leucocidina y la
leucocidina PVL"®*. Este microorganismo se encuentra principalmente en la piel,
axilas, zonas intimas, cabello, boca, garganta y fosas nasales de individuos
sanos®. S. aureus hace parte de la microbiota normal, pero cuando se genera
alguna lesion, esta bacteria actia como un patégeno oportunista y causa

infecciones®®.

4.7.2. Tratamiento

Anteriormente, las infecciones causadas por SARM estaban asociadas
Unicamente al &mbito intrahospitalario, pero con el pasar del tiempo esto cambi6 y
empezé a afectar a individuos sanos, sin antecedentes de intervencion
hospitalaria®®. Hasta el momento se conoce que SARM no sélo es resistente a la
meticilina sino que también ha generado resistencia contra “cloranfenicol,
tetraciclinas, macroélidos, lincosaminas, aminoglucésidos e, incluso, quinolonas™’;
Asi entonces, SARM sélo es sensible a glucopéptidos y los antibibticos
convencionales ya no tienen actividad antibacteriana contra esta cepa®’. Para S.
aures sensible, los antibidticos usados para el tratamiento de sus infecciones son

vancomicina, oxacilina, ciprofloxacina, tetraciclina, entre otros®.
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4.7.3. S. aureus ATCC 25923

En la siguiente tabla se encuentran las caracteristicas de la cepa

Tabla 6. Caracteristicas de S. aureus ATCC®

Nombre

Staphylococcus aureus subsp. aureus Rosenbach
(ATCC ® 25923 ™)

Clasificacion
Aislamiento
Nivel de bioseguridad
Formato del producto
Medio de cultivo
Condiciones de
crecimiento

Aplicaciones

Staphylococcaceae
Aislado clinico
Nivel 2
Liofilizado
Agar Trypticasa Soja

37°C. Ambiente aerdbico

Protocolos para la evaluacién del agar Mueller-Hinton
deshidratado; estandares de rendimiento para pruebas
de sensibilidad a antimicrobianos en discos.
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5. DISENO METODOLOGICO
5.1. Poblacién
Péptidos derivados de LfcinB, con sustituciones de aminoacidos catiénicos en su
secuencia.
5.1.2. Muestra

La muestra utilizada en este estudio fueron 8 péptidos sintéticos derivados de
LfcinB (20-25): LfcinB (20-25), ®XLfcinB (20-25), LfcinB (20-25),, ®¥)LfcinB (20-
25),, LfcinB (20-25),, ®>LfcinB (20-25),, LfcinB (21-25)p, ®LfcinB (21-25),a,
los cuales, fueron evaluados para comprobar su actividad antibacteriana.

5.2. Hipotesis

Péptidos derivados de LfcinB (20-25): RRWQWR con sustituciones de Arginina
por Lisina presentaran similar o mayor actividad antibacteriana que su secuencia
original, frente a bacterias Gram positivas y Gram negativas.

5.2.1. Variables

5.2.1.1. Dependiente

La variable dependiente de este estudio, es el crecimiento de las diferentes cepas
de estudio de E. coli, P. aeruginosa y S. aureus. Igualmente se incluyen, la accién
inhibitoria o bactericida de los péptidos de LfcinB sobre las cepas de estudio.
5.2.1.2. Independiente

Como variable independiente se considerada la concentracion de los péptidos
sintéticos derivados de la LfcinB.

5.3. Materiales

Agar Triptona de Soya (TSA), agar Standard Plate Count (SPC), agar y caldo
Mueller Hinton (MH), Caldo Infusion Cerebro Corazén (BHI) y Agua peptonada,

todos de la marca OXOID, Agua destilada estéril, Ciprofloxacina (Bayer),
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Vancomicina (Hospira. Inc- Pfizer), tubos vacutainer con EDTA, asa curva
metdlica, cajas de Petri NEST, Placas de Test 96 Pozos Fondo Plano, TC Estéril —
NEST, Filtros Nylon Acrodisc 0,2 um, pipeta multi canal, pipeta 100-1000 pL,
pipeta de 2-20 pL, puntas amarillas de 200 pL, puntas azules de 101-1000 pL,
puntas blancas 0,1-10 pL, tubos Eppendorf de 2 mL, camara de flujo laminar,
lector de ELISA (Expert Plus ASYS), Bioscreen C.

5.3.1. Cepas bacterianas
Se utilizaron las cepas S. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 25922 y P.

aeruginosa ATCC 27853, suministradas por el grupo de investigacion SAMP.

5.3.2. Péptidos derivados de LfcinB

Tabla 7. Péptidos sintéticos derivados de LfcinB evaluados

Clasificacion Secuencia Codigo del Péptido
Mondmero con Arg RRWQWR LfcinB (20-25)
Monémero con Lys KKWQWK R>K)fcinB (20-25)
Dimero con Arg (RRWQWR),K-Ahx LfcinB (20-25),
Dimero con Lys (KKWQWK),K-Ahx (R>K)LfcinB (20-25),
Tetramero con Arg (RRWQWR)4K,-Ahx,-Co LfcinB (20-25),
Tetramero con Lys (KKWQWK)4K2-Ahx,-Co R0 fcinB (20-25),
Palindromo con Arg RWQWRWQWR LfcinB (21-25)pa
Palindromo con Lys ~ KWQWKWQWK R fcinB (21-25)pa
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5.4. Técnicas y Procedimientos

Este trabajo se llevé a cabo en tres etapas como se muestra en la Figura 2: la
primera etapa consistio en la evaluacion de la actividad antibacteriana de los 8
péptidos sintéticos mediante la determinaciébn de la concentracibn minima
inhibitoria y bactericida, en la segunda etapa se calcul6 el porcentaje de hemolisis
de los péptidos con Lys y se compararon con reportes anteriores de los mismos
péptidos con Arg, con estos resultados, se seleccionaron los péptidos con Lys con
la mayor actividad antibacteriana por cada cepa y menor actividad hemolitica, que
siguieron a la se tercera etapa, donde se realiz6 la cinética de la actividad

antibacteriana de los péptidos a 48 horas, reflejada en curvas de letalidad.

ETAPA 1 RRWQWR
KKWQWK

Actividad Antibacteriana | (RRWQWR),K-Ahx E coli ATCC 25922
CMly CMB (KKWQWK),K-Ahx I

(RRWQWR)4K>-Ahx,-C, S. aureus ATCC 25923
(KKWQWK)4Ko-Ahx,-C,
RWQWRWQWR

KWQWKWQWK

P. aeruginosa ATCC 27853

KKW QWK
ETAPA 2 (KKWQWK),K-Ahx
Actividad Hemolitica (KKWQWK)4K5-Ahx,-C,
KWQWKWQWK

E. coli ATCC 25922

ETAPA 3 (KKWQWK)zK-Ahx P. aeruginosa ATCC 27853

(KKWQWK)4K,-Ahx,-Cy S. aureus ATCC 25923

Curvas de Letalidad

Figura 2. Esquema de las tres etapas realizadas en el trabajo
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5.4.1. Activacion, confirmacion y mantenimiento de las cepas bacterianas
ATCC

Las cepas bacterianas de S. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 25922 y P.
aeruginosa ATCC 27853 fueron activadas teniendo en cuenta el protocolo
establecido por el proveedor (Microbiologics). Se realizaron 3 pases seriados
hasta obtener la tasa de crecimiento 0ptima; con el fin de confirmar y tener certeza

de la pureza de los microorganismos, se realizo tincion de Gram.

Cuando se obtuvo el aislamiento de los microorganismos en el medio Tripteina
Soya Agar (TSY), estos medios se almacenaron a una temperatura de 4 °C,
durante 60 dias maximo. Después de cumplir con este tiempo, o de observar
contaminacion en el medio de cultivo TSY, fue necesario desecharlos e iniciar
nuevamente con la activacion de las cepas como ya se describié previamente. El
almacenamiento de las cepas se realiz0 a una temperatura de -70°C, usando

crioviales que contenian medio Infusion Cerebro Corazon (BHI) y Glicerol al 20%.
5.4.2. Obtencion de péptidos derivados de Lactoferricina Bovina

Los ocho péptidos derivados de LfcinB, fueron sintetizados mediante la estrategia
Fmoc/tBu en fase sdlida; estas moléculas fueron purificadas por Extraccion en
Fase Solida (SPE) y caracterizadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficacia de
Fase Inversa (RP-HPLC) y espectrometria de masas MALDI-TOF. Lo anterior fue
realizado por el grupo SAMP de la Universidad Nacional de Colombia, quienes
proporcionaron cantidades liofilizadas de los péptidos para la evaluacion en este

proyecto.

5.4.3. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria

Este ensayo se llevdé a cabo empleando el Método de Microdilucién en Caldo,
segun las normas del Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI)’’; el ensayo
se realizé por duplicado, y se inicié adicionando 90 uL de medio caldo Mueller
Hinton (MH) en una caja multipozos; posterior a ello, se adicionaron 90 L del

péptido y se realizaron diluciones de este en base 2, partiendo desde una

39



concentracion de 200 pg/mL hasta 6,2 pg/mL. Seguido a esto, se agregaron en
todos los pozos 10 pL del inoculo bacteriano previamente ajustado (5 x 10°
UFC/mL). Este ensayo requirido de 4 controles y fueron los siguientes: i) Control
Negativo: Agua destilada, ii) Control Positivo: Antibidtico. Para E. coli ATCC
25922 y P. aeruginosa ATCC 27853 se usoO Ciprofloxacina (0,2 y 0,4 pg/mL,
respectivamente), para S. aureus ATCC 25923, se us6 Vancomicina (3,2 pug/mL).
(i) Control Técnica: Agua peptonada. iv) Control Crecimiento: Cepa

bacteriana.

Por ultimo, se realizo la incubacion de la caja multipozos a una temperatura de
37°C durante 24 horas. Transcurrido este tiempo de incubacién, se procedio a leer

las absorbancias obtenidas en un Lector de ELISA a una longitud de onda de 630

nm.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A
H,O H,O H,O H,O
200 P4:
ug/mL 100 50 25 12,5 6,2 20(') P4
B H,O P1: ug/mL pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL C- CT H,O
ug/mL
90pL
100
C P1 Hg/mL C- CT
50
D P2 ug/mL C- CT H,O
25
E H,O P2 pg/mL C+ cC
12,5
F P3 ug/mL C+ CcC
6,2
G P3 ug/mL C+ CcC H,O
H H,O H,O H,O H,O

Figura 3. Distribucién de la caja multipozos para hallar la CMI. Se observan las concentraciones finales
del péptido (ug/mL). Control positivo (C+), Control negativo (C-), Control de crecimiento (CC), Control técnica
(CT).

5.4.4. Determinacion de la Concentracion Minima Bactericida

Se realiz6 segun la norma del National Committee for Clinical Laboratory

Standards (NCCLS)™, en donde, después de hacer la lectura de las absorbancias
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de la caja multipozos, se llevé a cabo un sub-cultivo en Agar MH de cada uno de
los péptidos en donde no se observd crecimiento (Figura 4). Cada péptido se

sembro por

duplicado. La actividad bactericida, se defini6 como la concentracion minima
requerida del péptido donde no se evidencié crecimiento.

Figura 4. Rotulacion de la caja de Petri para hallar la CMB en agar MH. Los valores hacen referencia a las
concentraciones en ug/mL del péptido utilizado para el sub-cultivo.

5.4.5. Actividad Hemolitica

Este ensayo llevé a cabo segin Solarte et al®**. Sangre O+ con EDTA fue
centrifugada a 500 rpm durante 15 min; los eritrocitos fueron separados y lavados
tres veces con solucién salina (NaCl) al 0,9%. Posteriormente, 100 pL del péptido
(en concentraciones de 200 a 6,2 pg/mL) se mezclaron con 100 pL de eritrocitos
(4% de hematocrito) y se incubd a 37 °C por 2 horas. Luego se centrifugd a 2500
rom durante 5 min y la absorbancia del sobrenadante se midi6 a 450 nm. Se
usaron dos controles: i) Control positivo: Agua destilada con la suspension de

glébulos rojos al 4% ii) Control negativo: Solucion salina 0,9% con la suspension
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de gldbulos rojos al 4%. EIl porcentaje de hemdlisis se calcul6 con la siguiente

formula:

Abs Péptido — Abs Solucidn salina

%Hemolisis = 100

Abs Agua destilada — Abs Solucién salina i
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5.4.6. Curvas de letalidad-muerte

Se realizaron segin lo descrito en el protocolo CLSI, con algunas
modificaciones, se agregaron 270 pL de péptido (0,5CMI, CMI y 2CMI), en caldo
MH que ya habia sido agregado previamente en la caja multipozos;
posteriormente a esto, se dispensaron 30 puL de la cepa previamente ajustada a
5x10° UFC/mL; el ensayo se realiz6 por triplicado. Las cajas multipozos se
incubaron durante 48 horas a 37°C en el quipo Bioscreen C; la lectura de las
absorbancias de los pozos se realiz6 cada hora a una longitud de onda de 600

nm. Se usaron 3 controles: i) Antibidtico ii) Cepa iii) Caldo Muller Hinton.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
Etapal

Objetivo: Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la
Concentracion Minima Bactericida (CMB) de los péptidos contra las cepas
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922 vy
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

6.1. Concentracién Minima Inhibitoriay Concentracion Minima Bactericida

Los péptidos evaluados fueron agrupados en pares segun la secuencia
(mondémeros, dimeros, tetrameros y palindromos) y la sustitucion de Arginina por
Lisina que se plante¢ inicialmente. En las tablas 8,9 y 10 se encuentran los valores
de CMI y CMB de cada uno de los péptidos, contra las cepas estudiadas. En el
anexo 1 se encuentran los resultados de las absorbancias obtenidas de la CMI y
las imagenes de la CMB para cada uno de los péptidos con respecto a las 3 cepas
ATCC.

Tabla 8. Actividad antibacteriana de los péptidos sintéticos contra E. coli ATCC 25922

E. coli ATCC 25922

. ) CMI/ CMB
Caddigo Secuencia (M)

LfcinB (20-25) RRWQWR 203/>203

R fcinB (20-25) KKWQWK 222/222

LfcinB (20-25), (RRWQWR),K-Ahx 6/11
R0 fcinB (20-25), (KKWQWK),K-Ahx 24/24
LfcinB (20-25), (RRWQWR)4K, -Ahx; -C, 11/11
R0 fcinB (20-25), (KKWQWK),4K; -Ahx, -C, 47147
LfcinB (21-25)pa RWQWRWQWR 17/34
R fcinB (21-25)pa KWQWKWQWK 36/36
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Como se puede ver en la tabla 8, con respecto al motivo minimo de LfcinB, no se
observan cambios en la actividad antibacteriana de E. coli ATCC 25922 , al
comparar el péptido que contiene Arg: LfcinB (20-25) (CMI: 203 uM) y el péptido
que contiene Lys: ®*LfcinB (20-25) (CMI: 222 pM); para el caso de los péptidos
polivalentes, se observa que por el contrario, la actividad antibacteriana para los
péptidos con Lys: ®YLfcinB (20-25),, ®YLfcinB (20-25),, ®™LfcinB (21-25)pq
(CMI: 24 uM -222 uM), se obtuvo variacién, con un intervalo de diferencia entre
dos y cuatro diluciones, aproximadamente, con respecto a los péptidos con Arg
(CMI: 6 pM -203 uM), resaltando que la actividad antibacteriana se mantuvo
dentro del rango de las concentraciones evaluadas, adicionalmente los péptidos
polivalentes tanto Arg como con Lys presentaron mayor actividad que el motivo

minimo.

A continuacion, como ejemplo de la CMB, se presentan los péptidos diméricos con
Arg (Figura 5) y con Lys (Figura 6), contra E. coli 25922. En el anexo 1 se
encuentran las imagenes de los demas resultados obtenidos. Se puede observar
gue los dos péptidos presentaron actividad bactericida a las 24 h y se present6
una dilucion de variacion dentro de las concentraciones evaluadas, del péptido

sustituido (50 pg /mL), con respecto a su analogo (25 pg /mL).

Figura 5. CMB de LfcinB (20-25), Figura 6. CMB de ®®LfcinB(20-25),

para E. coli 25922 para E. coli 25922
CMB: 25 pug /mL CMB: 50 ug /mL
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Tabla 9. Actividad antibacteriana de los péptidos sintéticos contra P. aeruginosa ATCC

27853

P. aeruginosa ATCC 27853

Caodigo Secuencia CM(IL:MC)MB
LfcinB (20-25) RRWQWR 203/>203
R fcinB (20-25) KKWQWK >222/>222
LfcinB (20-25), (RRWQWR),K-Ahx 23/91
R0 fcinB (20-25), (KKWQWK),K-Ahx 48/95
LfcinB (20'25)4 (RRWQWR)4K2 'AhX2 -C, 11/22
R fcinB (20-25), (KKWQWHK),K; -Ahx, -C, 47/47
LfcinB (21-25) RWQWRWQWR 67/135
R fcinB (21-25)pa KWQWKWQWK 143/143

Para P. aeruginosa ATCC 27853 (Tabla 9) se obtuvo un resultado similar al de E.
coli ATCC 25922, (Tabla 8), el motivo minimo y su analogo no evidenciaron
cambios en su actividad antibacteriana; a diferencia de los demas péptidos
polivalentes, en donde se ve nuevamente que la actividad antibacteriana se
mantiene para los péptidos con Lys (CMI: 27 uM -143 pM), dentro de los rangos
de las concentraciones estudiadas, con variacion respecto a sus analogos con Arg
(CMI: 11 pM -57 uM), de una a cuatro diluciones aproximadamente. También se
puede notar que los péptidos polivalentes exhiben mayor actividad que el motivo

minimo para esta cepa.

Las siguientes figuras (7 y 8), muestran los resultados obtenidos de la CMB para
P. aerugionsa ATCC 27853. En donde se evidencia que ambos péptidos son
bactericidas a las 24 h y la actividad antibacteriana se mantuvo dentro de las

concentraciones evaluadas, con un rango de variacion de una dilucion; se
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obtuvieron CMB de 200 ug/mL y 100 pg/mL, para el péptido tetrdmero sustituido y

el original, respectivamente.
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Figura 7. CMB de LfcinB (20-25),
para P. aeruginosa 27853
CMB: 100 ug /mL

Figura 8. CMB de ®LfcinB (20-25),
para P. aeruginosa 27853

CMB: 200 pug /mL

Tabla 10. Actividad antibacteriana de los péptidos sintéticos contra S. aureus ATCC

25923

S. aureus ATCC 25923

Cdodigo Secuencia CM(IJI\;:)MB
LfcinB (20-25) RRWQWR 203/>203
R fcinB (20-25) KKWQWK >222/>222
LfcinB (20-25), (RRWQWR),K-Ahx 91/91
R fcinB (20-25), (KKWQWK),K-Ahx >95/>95
LfcinB (20-25), (RRWQWR)4K, -Ahx, -C, 22/44
R fcinB (20-25), (KKWQWHK),K; -Ahx, -C, 47/47
LfcinB (21-25)p RWQWRWQWR 135/>135
R fcinB (21-25)pa KWQWKWQWK 143/>143

Para la tabla 10, se observa que no hubo cambios en la actividad antibacteriana
de los péptidos originales LfcinB (20-25), LfcinB (20-25),, LfcinB (21-25)pa (CMI:
91 pM - 203 pM) con respecto a sus anédlogos & LfcinB (20-25), ®*NLfcinB (20-
25),, ®F)LfcinB (21-25)pa (CMI: 143 uM - 203 pM). En el caso del tetramero, se
evidencia que la actividad antibacteriana de ®LfcinB (20-25), (CMI: 22 pM) se
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mantuvo dentro de las concentraciones evaluadas y presentd variaciébn en una

dilucion aproximadamente, con respecto a LfcinB (20-25), (CMI: 47 puM).

Como de ejemplo, se muestran las CMB obtenidas para el tetramero (sustituido y
el original) contra a S. aureus 25923; en donde se observa que la actividad
antibacteriana se mantuvo al comparar ambos péptidos, debido a que exhiben

valores de CMB de 200 pg/mL como se observa en la figura 9 y 10.

Figura 9. CMB de LfcinB
= “" Figura 10. CMB de ®*LfcinB ; (20-25),
para S. aureus 25923 para S. aureus 25923
CMB: 200 ug /mL CMB: 200 pg /mL

(20-25),

Previamente la actividad antibacteriana de los péptidos: monomérico, palindrémico
y polivalentes derivados del motivo minimo de LfcinB, que contenian Arg en la
secuencia original (RRWQWR, (RRWQWR):K-Ahx, (RRWQWR)4K;-Ahx,-C,
RWQWRWQWR) habia sido evaluada en bacterias Gram Positivas y Gram
negativas, exhibiendo CMIs entre 6 y >200 uM'®®. Los resultados obtenidos con
esas mismas secuencias, pero con sustituciones de Arg por Lys se muestran en
las tablas de la 8-10. De manera general, se puede deducir que, para las tres
cepas ATCC, la actividad antibacteriana de los péptidos que contienen Lys, se
mantuvo dentro de los rangos de concentracion evaluados (6,2 -200 g.mL) con
CMI entre 24 y >200 pM observandose aumento de la CMI en una a cuatro
ordenes de dilucion aproximadamente con respecto a sus analogos con Arg. Cabe
resaltar que para el motivo minimo RRWQWR, no se observé modificacion de la
actividad antibacteriana, lo anterior esta de acuerdo con la hipétesis planteada.
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Adicionalmente, se evidenci6 que como en los péptidos con Arg®®’? la

polivalencia del motivo minimo de LfcinB también logr6 mejorar la actividad
antibacteriana de los péptidos que contenian Lys, contra las tres cepas evaluadas.
Estos resultados son de interés debido a que se confirma que el motivo minimo
por si solo no presenta alta actividad antibacteriana y por el contrario las
modificaciones en péptidos derivados de este, pueden mejorar la actividad,

volviéndolos promisorios como agentes terapéuticos.

Estudios anteriores realizados con PAMs en donde se sustituyo la Arg por Lys,
han obtenido resultados variados en cuanto a la actividad antibacteriana, algunos
han logrado potenciarla, otros mantenerla e incluso para otros se ha reducido’ ",
En el caso de este trabajo, al realizar estas sustituciones, no se potencié la
actividad antibacteriana, pero si se mantuvo dentro de los rangos de
concentraciones evaluadas, esto posiblemente ocurrié, debido a que, aunque
ambos son residuos basicos, y tienen una carga neta de +1 a condiciones
fisioldgicas, el residuo Arg tiene mas carga positiva dispersa en su cadena lateral,
debido a su grupo guanidino; en cambio el residuo Lys, en su cadena lateral
presenta una amina primaria®*. “La amina primaria de Lys y el grupo guanidinio de
Arg parecen interactuar de manera diferente con fosfolipidos, este mecanismo de
interaccién aun no esta claro, pero lo anterior podria explicar las diferencias en la

actividad antibacteriana entre péptidos que contienen Arg y Lys.?*

A continuacion, en la tabla 11 se encuentran los péptidos analogos (Lys) que
presentaron la mayor actividad antibacteriana, con respecto a las tres cepas

evaluadas en este ensayo.
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Tabla 11. Péptidos con Lys, que presentaron la mayor actividad antibacteriana,

segun la cepa ATCC estudiada.

o Cepa CMI/CMB
Cddigo
ATCC uM
(R>K) L fcinB (20-25), E.coli 25922 24124
(R>K) L fcinB (20-25), P. aeruginosa 27853 48/95
R>K) LfcinB (20-25), S. aureus 25923 47147
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Etapa Il

Objetivo: Calcular la actividad hemolitica de los péptidos sintéticos derivados de

LfcinB.

6.2. Actividad Hemolitica

La actividad hemolitica se realiz6 a los cuatro péptidos con sustituciones de
aminoéacidos de Arginina por Lisina. Los valores obtenidos de los péptidos con Lys
se compararon con los resultados obtenidos de los péptidos con Arg, reportados
en el estudio de Vargas et al”>. En el anexo 2, se encuentran las tablas
correspondientes a los porcentajes de hemdlisis que se obtuvieron para cada uno

de los péptidos.

La gréafica 1 muestra que, a todas las concentraciones evaluadas, no se observa
diferencia entre los porcentajes de hemolisis de ambos péptidos (LfcinB (20-25) y &
*LfcinB (20-25)). A una concentraciéon de 200 pg/mL, se evidencia que los dos
péptidos tuvieron la misma actividad hemolitica (1%); cabe resaltar que, a esta
concentracion estos péptidos obtuvieron actividad antibacteriana contra las cepas

estudiadas.

Mondmeros

HEE EH. H. HE. H. 1.
200 100 50 25 12,5 6,2
Concentracion del péptido (ug/mL)

% HemOalisis
OFRPNWMNOOONOOOO

B LfcinB (20-25) ® R-=>K)fcinB (20-25)

Gréfica 1. Comparacion la actividad hemolitica entre LfcinB (20-25) y ®*LfcinB (20-25)
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En la grafica 2 tampoco se observan grandes diferencias en la actividad hemolitica
de los péptidos con Arg y Lys, a las concentraciones evaluadas. A
concentraciones entre 50 a 200 pg/mL (2- 4% de hemodlisis); los péptidos

diméricos presentaron actividad antibacteriana contra las tres cepas estudiadas.

Dimeros

% HemOlisis
O FRLP NWPHNMNOUGIO N OO OO

200 100 50 25 12,5 6,2
Concentracion del péptido (ug/mL)

® | fcinB (20-25), ® ®7LfcinB (20-25),

Gréfica 2. Comparacion la actividad hemolitica entre LfcinB (20-25), y ®#*YLfcinB (20-25),

Para la grafica 3, se pueden observar que el péptido con Lys, disminuyé la
actividad hemolitica, a todas las concentraciones evaluadas, LfcinB (20-25), : 4-22
% y R>KfcinB (20-25)4: 1-3%. A una concentraciéon de 200 pg/mL, donde los
péptidos presentaron actividad antibacteriana contra las tres cepas ATCC, se
observa que ®*YLfcinB (20-25), disminuyd el porcentaje de hemdlisis 7 veces

aproximadamente con respecto a su analogo con Arg.
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Tetrameros

II I- I- I_ I_ -
200 100 50 25 2
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Concentracion del péptido (ug/mL)
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B| [fcinB (20-25), ® ®>K)LfcinB (20-25),
Gréfica 3. Comparacion la actividad hemolitica entre LfcinB (20-25), y ®¥LfcinB (20-25),
En la grafica 4, no se observan grandes diferencias a las concentraciones
evaluadas, excepto en 200 pg/mL donde se ve una disminucion de la actividad
hemolitica de 4 veces aproximadamente con ®*MLfcinB (21-25),.; a esta
concentracion los péptidos palindromicos presentaron actividad antibacteriana

especialmente contra P. aeruginona ATCC 27853.

Palindromos

N N W
o o1 O

% Hemoalisis
e
o ol
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200 100 50 25 12,5 6,2
Concentracién del péptido (ug/mL)

¥ LfcinB (20-25),,y ™ ®>KLfcinB (20-25),y

Grafica 4. Comparacion la actividad hemolitica entre LfcinB (20-25),, y ®LfcinB (21-
25)pa|
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Los anteriores resultados son importantes debido a que en previos estudios del
grupo SAMP, se habia logrado potenciar la actividad antibacteriana del motivo
minimo de LfcinB con el uso de la polivalencia, pero asi mismo se observo que al
duplicar esta secuencia, también se potenciaba la actividad hemolitica®*; por lo
tanto se necesitaba una estrategia para superar esta desventaja, la cual logro ser
resuelta con el presente trabajo, al disminuir la actividad hemolitica,

especificamente para los péptidos LfcinB (20-25)pa1y LfcinB (20-25)4

Estudios previos como el de Sitaram’® y Yang®*, han demostrado que, al sustituir
aminoécidos, e introducir residuos de Lys como reemplazo en la secuencia, se
genera disminucion en la actividad hemolitica, ya que se ha visto, que los péptidos
con sustituciones, tienden a presentar menores porcentajes de hemodlisis, al

compararlos son sus analogos'. Sitaram et al’®

demostré que, es factible lograr
disminuir la actividad hemolitica de un péptido, usando residuos de Lys, en su
estudio observé que el péptido sustituido con Lys ( SPFK) tuvo actividad
hemolitica del 10%, a concentraciéon de 9 uM, su analogo, SPF, que contenia Glu,
en las mismas condiciones, presentd una actividad hemolitica del 15%
aproximadamente, a una concentracién de 9 pM. Por otro lado, Yang et al*,
evidenciaron que los péptidos sustituidos con Lys, presentaron una disminucién
significativa de la actividad hemolitica, al compararlos con sus analogos. Tritrpticin
y SYM1, péptidos con Arg, presentaron valores de 37% y 24% de hemdlisis,
respectivamente, a una concentracion de 100 pg/mL; sus andélogos, TRK y
SYM11KK, péptidos con Lys, exhibieron 0% de hemdlisis a todas las

concentraciones estudiadas.

La reduccion en la afinidad que tiene la Lys para interactuar con células de
mamiferos respecto a las bacterianas se debe a que la membrana de los
mamiferos, como los eritrocitos contiene mas lipidos zwitteridnicos
(Fosfatidilcolina, esfingomielina y otros como colesterol) que aniénicos, y adicional
a ello, los lipidos que estan cargados negativamente se encuentran ubicados

hacia la cara interna de la membrana, por lo tanto estdn menos expuestos para
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interactuar con los PAMSs, por el contrario las membranas de las bacterias se
componen principalmente de lipidos anionicos como fosfatidilglicerol y
cardiolipina’®; asi entonces, se ha reportado que la Arg interactia fuertemente con
fosfolipidos aniénicos y zwitteridnicos y la Lys interactia débilmente con
fosfolipidos zwitterionicos’’, por lo tanto los residuos de Lys tienen menor

atraccion por las membranas eritrociticas que los residuos de Arg.

Etapa lll

Objetivo: Realizar la curva de letalidad con el péptido analogo que presente la
mayor actividad antibacteriana y la menor actividad hemolitica en las cepas ATCC

mencionadas

6.3. Curvas de Letalidad

Este es un ensayo complementario de la CMB, en donde se determina el efecto y
el potencial bactericida con respecto a la relacién existente entre el tiempo y las
concentraciones que se evallan de los péptidos. Se escogieron los péptidos
dimérico y tetramérico con sustituciones con Lys, ya que presentaron la mayor
actividad por cada cepa, como se puede ver reflejado en la tabla 11.

En la gréfica 5, el péptido ®>“LicinB (20-25), presentd un efecto bacteriostatico en
todas las concentraciones evaluadas (14, 24, 48 uM); durante las 48 horas,
disminuyendo el crecimiento 20, 50 y 80%, respectivamente. Ademas, se observa
gue la etapa adaptativa del microorganismo se prolongo aproximadamente de 7 a
11 horas de incubacién, en todas las concentraciones, esto se pudo evidenciar al
compararse con el control de crecimiento del microorganimo (linea negra), en
donde se establece que la etapa de adaptacion de E. coli es de aproximadamente

de 3 horas.
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2,0

1,5
2CMI: 100 pg/mL (48 pM)
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0,0
1 6 1 16 21 26 31 36 4 46

Tiempo (horas)

Grafica 5. Dimero con sustitucién de Arginina por Lisina, contra cepa ATCC de E. coli
25922.

En la grafica 6 se observa que a 24 uM la etapa adaptativa de este péptido se
prolongd hasta las 11 horas, con respecto al control de crecimiento de P.
aeruginosa (liena negra), donde la etapa adaptativa fue de 6 horas
aproximadamente. A esta misma concentracion el péptido presentdé un efecto
bacteriostéatico; sin embargo, también se observa efecto bactericida durante las 48
horas de incubacién a concentraciones de 48 y 95 uM, esto, con respecto al
control del antibiético (Ciprofloxacino), donde se observa un comportamiento

similar.
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Grafica 6. Dimero con sustitucion de Arginina por Lisina, contra cepa ATCC de
P.aeruginosa 27853.

En la grafica 7 se evidencia efecto bacteriostatico a 24 yuM, adicionalmente, la
etapa de adaptacion del microorganismo se prolongé hasta las 11 horas al
compararse con el control de crecimiento de S. aureus ATCC 25923 (linea negra),
donde la adaptacion del microorganismo se mantuvo hasta las 5 horas de
incubacion. No obstante, este péptido también exhibié efecto bactericida a 47 y 94

UM, comparandolo el antibiético (Vancomicina), donde se ve el mismo

comportamiento
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Grafica 7. TetrAmero con sustitucion de Arginina por Lisina, contra cepa ATCC de
S.aureus 25923

Tabla 12. Resumen de la cinética de muerte de los péptidos evaluados contra las cepas

ATCC

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

La informacibn que se aprecia previamente en las graficas (5 y 7) tiene
concordancia con los resultados obtenidos en el estudio de Vargas et al**, debido
a que el dimero: LfcinB(20-25), presenté un efecto bacteriostatico contra E. coli
ATCC 25922 a todas las concentraciones evaluadas (6-24 puM), al igual que &
MLfcinB(20-25), (24-94 uM), para esta misma cepa. Por otro lado, el tetrdmero
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LfcinB(20-25), exhibié un efecto bactericida contra S. aureus ATCC 25923 (44
UM), lo mismo sucedié para ®*“LfcinB (20-25),  contra esa misma cepa a 44 uM.
Ademas de lo anterior, como otro avance obtenido en este trabajo de
invetsigacion, se logr6 ver que el ®9LfcinB(20-25), presentd efecto bactericida
contra contra P. aeruginosa 27853, situacion que no sucedié en el estudio de
Vargas et al*!. Esto dirige a que los péptidos con Lys, ademas de mantener la
actividad antibacteriana, también la pueden potenciar dependiendo de la

concentracion y la cepa evaluada.

En resumen, con este trabajo se envidenciéo que los cambios de aminoacidos en
las cadenas peptidicas, en este caso la sustitucion de Arg por Lys, permiten
conservar la actividad antibacteriana de los péptidos o algunas veces potenciarla,
dentro de los rangos de las concentraciones evaluadas. Como se observa en la
tabla 12, mediante la cinética de muerte, en donde se obtuvieron péptidos con
actividad antibacteriana frente a cepas tanto Gram Positivas como Gram

Negativas.

Ademas de lo que ya se menciond, también se logré disminuir la actividad
hemolitica de los péptidos sustituidos, porque como ya se vio anteriormente, el
tipo de aminoacidos en la secuencia, le pueden confieren mayor o menor afinidad
al péptido hacia ciertos fosfolipidos que se encuentran en la membrana de los
gléblo rojos. Como se ha reportado, la Arg tiene mayor afinidad hacia los
fosfolipidos Zwitteribnicos, mientras que la Lys no; la membrana del globulo rojo al
ser rica en en fosfolipidos Zwitteribnicos, tiene una menor interaccion
electrostatica con el péptido que contiene Lys; es por ello, que se lograron obtener
bajos porcentajes de hemolisis en los péptidos sustituidos con Lys, con respecto a

los que contienen Arg®*"".

De este modo, se concluye que es factible relizar este tipo de sustituciones,
puesto que ademas de mantenerse la actividad antibacteriana de los péptidos
derivados de LfcinB sustituidos con Lys, también se disminuye la actividad

hemolitica de los mismos; por otro lado, tambien se debe resaltar que, al realizar
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la sustitucién de Arg por Lys se reducen los costos de producion, y la dificultad de

sintesis que esta conlleva.
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7. CONCLUSIONES

Los péptidos que contienen Lys que presentaron la mayor actividad
antibacteriana para cada cepa fueron: ®LfcinB (20-25), contra E. coli
ATCC 25922 y P. aeruginosa ATCC 27853 (MIC 24 y 48 uM,
respectivamente), y ®>YLfcinB (20-25), contra S. aureus ATCC 25923 (MIC
47 uM).

El dimero **¥LfcinB (20-25), presento efecto bacteriostatico contra a E. coli
ATCC 25922 y bactericida contra P. aeruginosa ATCC 27853 y el tetramero,
y F>YLfcinB (20-25), efecto bactericida contra S. aureus ATCC 25923 hasta
las 48 h de incubacion.

Se obtuvieron menores porcentajes de hemodlisis (0-5%) en los péptidos con
Lys en el caso del dimero ®*¥LfcinB (20-25), y el tetrdmero ®>¥LfcinB (20-
25), , comparado con los péptidos con Arg (0-22%), esto potencia su
aplicacion como futuros agentes terapéuticos.

Se identificaron tres péptidos promisorios para cepas Gram negativas: ®
*ILfcinB (20-25),, : ®9LfcinB (20-25),, : ®*LfcinB (21-25)q Y Un péptido de
amplio espectro : ®*LfcinB (20-25), para los cuales se obtuvo un bajo
porcentaje de hemodlisis; estos péptidos podrian ser considerados como
posibles candidatos para ser usados como agentes terapéuticos
antibacterianos con el fin de darle solucion a la problematica de la
resistencia antibacteriana; teniendo en cuenta que se obtuvieron moléculas
con gran actividad antibacteriana, bajo porcentaje de hemdlisis, mediante

procesos de sintesis de bajo costo.
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8. RECOMENDACION

Llevar a cabo ensayos en aislados clinicos tanto susceptibles, como resistentes a
antibiéticos convencionales, adicionalmente evaluar la actividad antibacteriana de
los péptidos promisorios en modelos in vivo, con el objetivo de avanzar a la

siguiente fase de estudio, y a futuro llegar a ser distribuidos comercialmente.
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10. ANEXOS

10.1. Anexo 1
Absorbancias de las CMly CMB
Valores de las absorbancias leidas a una longitud de onda de 630 nm. Se

encuentra resaltado en rojo la absorbancia correspondiente a la CMI.

Escherichia coli ATCC 25922

Mondémeros
In6culo de 500.000 UFC/mL
Péptido 200 100 50 o5 12,5 6.2 Control | Control cT cc

(ug /mL)

() ()
LfcinB (20-25)

Rep 1 0,162 | 0,640 | 0,772 | 0,817 | 0,807 | 0,849 | 0,137 | 0,674 | 0,141 0,909

Rep 2 0,149 | 0,330 | 0,733 | 0,789 | 0,800 | 0,857 | 0,132 | 0,732 | 0,145 0,910

=9 fcinB(20-25)

Rep 1 0,118 | 0,224 | 0,455 | 0,414 | 0,575 | 0,601 | 0,166 | 0,322 | 0,112 0,675

Rep 2 0,327 | 0,332 | 0,445 | 0,494 | 0,482 | 0,602 | 0,210 | 0,286 | 0,112 0,644

LfcinB (20-25) RN fcinB(20-25)
> 200 pg /mL 200 pg /mL
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Dimeros

In6culo de 500.000 UFC/mL

Péptido Control | Control
(ug /mL) 200 100 50 25 125 | 6,2 ) 0 CT cC
LfcinB (20-25),

Rep 1 0,200 | 0,147 | 0,149 | 0,144 | 0,124 | 0,262 | 0,133 0,321 | 0,425 0,144
Rep 2 0,187 | 0,439 | 0,138 | 0,129 | 0,129 | 0,294 | 0,133 | 0,302 | 0,429 0,147
®=0)| fcinB(20-25),

Rep 1 0.116 | 0,216 | 0,131 | 0,453 | 0,561 | 0,503 | 0,166 | 0,322 | 0,112 0,675
Rep 2 0,112 | 0,229 | 0,107 | 0,379 | 0,578 | 0,589 | 0,210 | 0,286 | 0,112 0,644

s | * 05
LfcinB (20-25), R fcinB(20-25),
25 pg /mL 50 pg /mL
Tetrameros
In6culo de 500.000 UFC/mL
Péptido Control | Control
(ug /mL) 200 100 50 25 12,5 6,2 +) ) CT CC
LfcinB (20-25),

Rep 1 0,109 | 0,188 | 0,183 | 0,239 | 0,721 | 0,786 | 0,137 | 0,674 | 0,141 0,909
Rep 2 0,156 | 0,179 | 0,158 | 0,753 | 0,749 | 0,821 | 0,132 | 0,732 | 0,145 0,910
=L fcinB(20-25),

Rep 1 0,150 | 0,497 | 0,576 | 0,606 | 0,664 | 0,645 | 0,139 | 0,484 | 0,145 0,783
Rep 2 0,147 | 0,499 | 0,581 | 0,591 | 0,636 | 0,701 | 0,152 | 0,503 | 0,135 0,649
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LfcinB (20-25),4

RN fcinB(20-25),

50 pg /mL 200 pg /mL
Palindromos
Inéculo de 500.000 UFC/mL
Péptido Control | Control
(ug /mL) 200 100 50 25 12,5 6,2 +) ) CT CcC
LfcinB (21-25),a
Rep 1 0,180 | 0,174 | 0,150 | 0,170 | 0,223 | 0,407 | 0,137 0,674 | 0,141 0,909
Rep 2 0,163 | 0,190 | 0,160 | 0,137 | 0,143 | 0,132 | 0,132 | 0,732 | 0,145 0,910
L fcinB(21-25) 4
Rep 1 0,131 | 0,117 | 0,129 | 0,822 | 0,912 | 0,928 | 0,129 0,792 | 0,115 0,941
Rep 2 0,123 | 0,114 | 0,162 | 0,676 | 0,890 | 0,909 | 0,140 | 0,792 | 0,119 0,951

LfcinB (21-25)pa
50 pg /mL
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®>ILfcinB(21-25)pa
50 pg /mL




Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Monémeros
Inéculo de 500.000 UFC/mL
Péptido Control | Control
200 100 50 25 12,5 6,2 CT CcC
(Hg /mL) () ()
LfcinB (20-25)

Rep 1 0,133 | 0,561 | 0,854 | 0,888 | 0,947 | 1,020 | 0,110 | 0,685 | 0,107 0,893
Rep 2 0,114 | 0,655 | 0,878 | 0,917 | 0,971 | 1,013 | 0,106 | 0,671 | 0,103 0,900
"9 fcinB (20-25)

Rep 0,453 | 0,532 | 0,676 | 0,654 | 0,576 | 0,686 | 0,145 | 0,436 | 0,723 0,138
Rep 2 0,445 | 0,564 | 0,685 | 0,690 | 0,683 | 0,661 | 0,149 | 0,428 | 0,713 0,140
AR
LfcinB (20-25)
>200 pg /mL
Dimeros
Inéculo de 500.000 UFC/mL
Péptido Control | Control
200 100 50 25 12,5 6,2 CT CC
(pg /mL) () ()
LfcinB (20-25),

Rep 1 0,155 | 0,229 | 0,181 | 0,702 | 0,868 | 0,958 | 0,110 | 0,685 | 0,107 0,893
Rep 2 0153 | 0,120 | 0,190 | 0,692 | 0,855 | 0,950 | 0,106 | 0,671 | 0,103 0,900
AL fcinB (20-25),

Rep 1 0,133 | 0,140 | 0,485 | 0,522 | 0,578 | 0,561 | 0,221 | 0,562 | 0,137 0,728
Rep 2 0,130 | 0,237 | 0,393 | 0,517 | 0,485 | 0,502 | 0,128 | 0,554 | 0,138 0,692
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LfcinB (20-25), R fcinB (20-25),

200 pg /mL 200 pg /mL
Tetrameros
In6culo de 500.000 UFC/mL
Péptido Control | Control
(ug /mL) 200 100 50 25 12,5 6,2 +) ) CT CcC
LfcinB (20-25),

Rep 1 0,216 | 0,133 | 0,326 | 0,818 | 0,937 | 0,961 | 0,110 | 0,685 | 0,107 0,893
Rep 2 0,236 | 0,137 | 0,236 | 0,790 | 0,925 | 0,982 | 0,106 | 0,671 | 0,103 0,900
AL fcinB (20-25),

Rep 1 0,115 | 0,558 | 0,618 | 0,699 | 0,715 | 0,707 | 0,145 | 0,436 | 0,723 0,138
Rep 2 0,141 | 0,600 | 0,601 | 0,610 | 0,678 | 0,721 | 0,149 | 0,428 | 0,713 0,140

LfcinB (20-25), RILfcinB (20-25),
100 pg /mL 200 pg /mL
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Palindromos
In6culo de 500.000 UFC/mL

Péptido Control | Control
(ug /mL) 200 100 50 25 12,5 6,2 (+) A CT CcC
LfcinB (21-25),a
Rep 1 0,130 | 0,132 | 0,401 | 0,452 | 0,608 | 0,671 | 0,117 | 0,501 | 0,119 0,801
Rep 2 0,142 | 0,225 | 0,378 | 0,584 | 0,475 | 0,599 | 0,119 | 0,504 | 0,120 0,800
R0 fcinB (21-25)p4

Rep 1 0,122 | 0,433 | 0,521 | 0,641 | 0,670 | 0,676 | 0,117 | 0,501 | 0,119 0,801
Rep 2 0,124 | 0,402 | 0,531 | 0,655 | 0,708 | 0,745 | 0,119 | 0,504 | 0,120 0,800

LfcinB (21-25)pa

R fcinB (21-25)p

200 pg /mL 200 pg /mL
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Mondmeros
Inéculo de 500.000 UFC/mL
Péptido Control | Control
200 100 50 25 12,5 6,2 CT cC
(pg /mL) (+) ()
LfcinB (20-25)

Rep 1 0,186 | 0,531 | 0,568 | 0,579 | 0,733 | 0,658 | 0,149 | 0,588 | 0,162 0,766
Rep 2 0,191 | 0,462 | 0,620 | 0,503 | 0,726 | 0,700 | 0,181 | 0,540 | 0,135 0,649
=X)L fcinB (20-25)

Rep 1 0,491 | 0,519 | 0,609 | 0,476 | 0,568 | 0,523 | 0,107 | 0,523 | 0,111 0,607
Rep 2 0,554 | 0,601 | 0,599 | 0,568 | 0,578 | 0,550 | 0,110 | 0,509 | 0,115 0,601
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LfcinB (20-25)

>200 pg /mL
Dimeros
In6culo de 500.000 UFC/mL
Péptido 200 100 50 o5 12,5 6.2 Control | Control cT cc

(g /mL)

() ()
LfcinB (20-25),

Rep 1 0,146 | 0,480 | 0,393 | 0,562 | 0,601 | 0,569 | 0,156 | 0,447 | 0,127 0,502

Rep 2 0,133 | 0,302 | 0,456 | 0,540 | 0,598 | 0,612 | 0,122 | 0,438 | 0,135 0,591

"0 fcinB (20-25),

Rep 1 0,402 | 0,434 | 0,476 | 0,475 | 0,547 | 0,534 | 0,107 | 0,523 | 0,111 0,607

Rep 2 0,308 | 0,423 | 0,459 | 0,477 | 0,508 | 0,596 | 0,110 | 0,509 | 0,115 0,601

LfcinB (20-25),
200 pg /mL
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Tetrameros
In6culo de 500.000 UFC/mL

Péptido 200 100 50 25 12,5 6,2 Control | Control | CT CcC
(Hg /mL) (*) ()
LfcinB (20-25),4
Rep 1 0,138 | 0,119 | 0,437 | 0,455 | 0,590 | 0,601 | 0,119 | 0,490 | 0,112 | 0,504
Rep 2 0,112 | 0,215 | 0,491 | 0,416 | 0,588 | 0,652 | 0,110 | 0,503 | 0,126 | 0,678
®=0 fcinB (20-25),

Rep 1 0,154 | 0,349 | 0,463 | 0,478 | 0,227 | 0,490 | 0,299 | 0,405 | 0,135 | 0,466
Rep 2 0,142 | 0,324 | 0,452 | 0,490 | 0,460 | 0,409 | 0,234 | 0,396 | 0,244 | 0,438

LfcinB (20-25),

R>LfcinB (20-25),

200 pg /mL 200 pg /mL
Palindromos
Inéculo de 500.000 UFC/mL

Péptido 200 100 50 25 12,5 6,2 Control | Control | CT CcC
(Hg /mL) (*) ()

LfcinB (21-25) 4
Rep 1 0,117 | 0,499 | 0,600 | 0,638 | 0,706 | 0,741 | 0,128 | 0,686 | 0,102 | 0,723
Rep 2 0,114 | 0,534 | 0,577 | 0,649 | 0,657 | 0,645 | 0,210 | 0,502 | 0,117 | 0,625

RO fcinB (21-25)pa

Rep 1 0,121 | 0,556 | 0,649 | 0,589 | 0,613 | 0,555 | 0,207 | 0,523 | 0,111 | 0,607
Rep 2 0,116 | 0,506 | 0,565 | 0,566 | 0,517 | 0,514 | 0,210 | 0,509 | 0,115 | 0,601
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LfcinB (21-25)p R>ILfcinB (21-25)pa
200 pg /mL >200 pg /mL
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10.2. Anexo 2

Porcentaje de Hemolisis

Valores de hemodlisis de los péptidos evaluados

% de Hemdlisis

Péptido
P 200 pg /mL 100 pg /mL 50 pg /mL 25 ug /mL 12,5 ug /mL 6,2 ug /mL
LfcinB (20-25) 1 1 1 1 1
R fcinB (20-25) 0,3 0,4 0,3 0,4 0,4
% de Hemolisis
Péptido
P 200 pg /mL 100 pg /mL 50 pg /mL 25 ug /mL 12,5 ug /mL 6,2 ug /mL
LfcinB (20-25),
R fcinB (20-25),
% de Hemolisis
Péptido
P 200 pg /mL 100 pg /mL 50 pg /mL 25 ug /mL 12,5 ug /mL 6,2 ug /mL
LfcinB (20-25), 22 17 14 10 4
R feinB (20-25)4 3 2 2 1
% de Hemolisis
Péptido
P 200 pg /mL 100 pg /mL 50 pg /mL 25 pug /mL 12,5 ug /mL 6,2 ug /mL
LfcinB (20-25)pa 19 7
®>K fcinB (20-25)pa 5 4
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