Evaluacion de la actividad anti-Candida de péptidos quiméricos ramificados derivados de

Lactoferricina Bovina y Buforina I1.

Mateo Marquez Torres

Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca
Facultad Ciencias de la Salud

Programa Bacteriologia y Laboratorio Clinico

Bogota D.C, 2022



Evaluacion de la actividad anti-Candida de péptidos quiméricos ramificados derivados de

Lactoferricina Bovina y Buforina I1.

Mateo Marquez Torres

Orientador Interno
MSc. Sandra Monica Estupifian Torres.

Profesora Facultad Ciencias De La Salud

Orientador Externo
Ph.D. Claudia Marcela Parra Giraldo

Pontificia Universidad Javeriana

Co-orientador Externo
MSc. Yerly Vargas Casanova

Pontificia Universidad Javeriana

Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca
Facultad Ciencias de la Salud

Programa Bacteriologia y Laboratorio Clinico

Bogota D.C, 2022



Evaluacion de la actividad anti-Candida de péptidos quiméricos ramificados derivados

de Lactoferricina Bovina y Buforina II.

APROBADA: LAUREADO

JURADOS: Edith Del Carmen Hernandez Rojas

Luis Eduardo Vargas Diaz

ASESOR INTERNO: Sandra Monica Estupifidn Torres.

ASESOR EXTERNO: Claudia Marcela Parra Giraldo

CO-ASESOR EXTERNO: Yerly Vargas Casanova

Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca
Facultad Ciencias de la Salud

Programa Bacteriologia y Laboratorio Clinico

Bogota D.C, 2022



AGRADECIMIENTO

En primer lugar, doy gracias a Dios, por conceder el saber, la sabiduria y el impulso requerido

dia a dia, por estar conmigo en momentos de debilidad y dificultad.

En la realizacion y construccion de este proyecto, participaron personas cuyos esfuerzos,
capacidades y conocimientos guiaron a la consolidacion de este trabajo de grado y merecen mi

mas sincera gratitud.

A mi padre y a mi madre, por su compaiiia, por ser los principales promotores de mis suefios y
aspiraciones, gracias por infundir sobre mi el esfuerzo y la dedicacidon, son factores
indispensables para alcanzar las metas, por confiar en mi y por inculcar valores que me han

formado como persona. Gracias a mi hermano por ser mi apoyo incondicional durante mi vida.

Agradezco a mis asesores de tesis, las profesoras Claudia Marcela Parra y la Profesora Sandra
Monica Estupifian Torres, asi como un especial agradecimiento a mi co-asesora Yerly Vargas
Casanova, por brindar y compartir conmigo la verdadera esencia de la investigacion, por su
paciencia, direccion, entrega y motivacion que encaminaron mis pasos durante el proceso;
orientacioén necesaria para la culminacion de este trabajo de grado, gracias por ayudarme paso

a paso con sus ensefanzas, cada una de estas las atesoro dentro de mi ser.

Gracias a los integrantes de los grupos de investigacion Sintesis y Aplicacion de Moléculas
Peptidicas y Micosis Humanas y Protedémica de la Universidad nacional de Colombia y la
Pontificia Universidad Javeriana, quienes contribuyeron y me acogieron durante mi formacion.
También agradezco a la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca y su personal docente

por forjar mi conocimiento profesional.



Tabla de contenido

Pag.

1. INTRODUCCTION ......utuitrereieesaessssssssesssesesssassssssssssseseasassasassssssssssssasasasasssssssssssssssssasaes 2
20 N T 0 0.0 D 5
3. MARCO TEORICO ......curuiurririescsssssssssssssssssssssssssssssssss s s sssssssssssssssssssasssssssssssesens 10
3.1 Generalidades Candida albicans ...........................oouuuiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 10
301 PAtOZEMEA ...t e e e e 10
3.1.2 Manifestaciones CHICAS ..............ooouiiiiiiiiii i e 12
3.1.3 Antifiingicos para Candidiasis invasiva......................coooo 12
3.1.4 Mecanismos de resistencia a antiflingicos .................ccccoooiiiiii 12

3.2 Péptidos antimicrobianos. ...............ooooiiiiiiiiii i 13
3.3 Lactoferrina BOVINa ..o e e 14
3.3 Lactoferricina BoOVINA............oooiiiiiii e 14
BB BUfOrina L ... e e e e e e e eeeaea 16
3.0 Buforina L. ..o e e et eaeeeaeaea 16
0.2 3 8 1 0 N V40 1 18
4.1 ODJetivo @eNeral...........coooiiiiiiiiiii i et eeeaaee 18
4.2 Objetivos eSPeCITICOS........cciiiiiiiiiii e 18
5. DISENO METODOLOGICO ......ceeeeueereereresseeseesessessssessessessessssssssssessessessssssssssessssssssssssses 19
ST T ) 1 S REPRRURR 19
5.1.1 Candida albicans SC5314 (Robin) Berkhout (ATCC® MYA- 2876™)....................... 19
5.1.2 Candida albicans 256 HUSI-PUJ ... 20

R I & 11110 0 PP PP PPRRPPPPPPPTIN 21
5.2. Estrategia de trabajo ...............oooiiiiiiiiiii e 21
5.3.1 Sintesis y caracterizacion de los péptidos. ..................coooiimiiiiiiii e 22
5.3.2 Determinacion de la Concentraciéon Minima Inhibitoria .............................. 22
5.3.3 Concentracion Minima Fungicida.................ccccoooiiii e 23
5.3.4 Curvas de letalidad ... e 24
5.3.5 Determinacion de la actividad hemolitica .....................cccoiiiii 24
5.3.6 Ensayo de titulacion en tablero de ajedrez.................cccooviiiiiiiiiiiii i 25

6. RESULTADOS Y DISCUSION .....ooouiieieiereiereseeseteseseesesseesessessssessssessesesssssssssssessseneas 27

6.1 Etapa 1: Microdilucion en caldoy CMF ... 27



6.2 Etapa 2: Cinética de actividad de péptidos quiméricos ramificados ................................ 30

6.3 Etapa 3: Efecto hemolitico de los péptidos quiméricos ramificados................................. 34
6.4 Efecto combinado de los péptidos quiméricos ramificados mezclados con fluconazol....... 37
7. CONCLUSIONES ... .oititeeeiiiniirrnseess s s s s s s s s s r s s s s aa s s s s s e a e e s nmnssssaassnnnnns 40
6. Referencias BibLiograficas. ........coovviiiiiiinin s 41
N 1T € 50
ANEXO0 1. CIMI Y CIMF ... .oiiiiiiiiiiiiiiiiiieeiiiet et seeaesaessessssssssssssssssssssnssnsnnssnnnnnnnnns 50
Anexo 2. Actividad hemolitica. ... e 52

Anexo 3. Titulacion en tablero de ajedrez ..o 53



indice Figuras

Pag
Figura 1. Secuencia de aminodcidos de LfcinB................ooi 15
Figura 2. Estructura de los péptidos quiméricos ramificados................ccooviiiiiiiiinnnn.n 21
Figura 3. Diseflo MmetodolOZICO. .. ...ouiintii e 22
Figura 4. Ensayo de microdilucién en caldo...............ooooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 23
Figura 5. Distribucion de la caja de Petri para determinala CMF............................ 24

Figura 6. Distribucion de la placa multipozo para el ensayo de titulacion en tablero de

YT | (/2P 26
Figura 7. Curva de letalidad de C. albicans SC5314 cultivada con la quimera ramificada
(RRWQWR)2KXRILLR .ottt e 31
Figura 8. Curva de letalidad de C. albicans 256 HUSI-PUJ cultivada con la quimera ramificada
(RRWOQWR)2KXRLLR .ottt e 32
Figura 9. Curva de letalidad de C. albicans SC5314 cultivada con la quimera ramificada
(RRWQWR)2KXRELLRRILR .ttt e 33
Figura 10. Curva de letalidad de C. albicans 256 HUSI-PUJ cultivada con la quimera
ramificada (RRWQWR):KXRLLRRLLR ..ot 33

Figura 11. Porcentaje de hemolisis causados por las distintas concentraciones de los péptidos
QUIMETICOS TAMITICAAOS . ...ttt 35

Figura 12. Representacion de la microplaca del ensayo titulacion en tablero de ajedrez........ 37



Indice Tablas

Pag
Tabla 1. Descripcion de C.albicans SCS5314. ... 19
Tabla 2. Resumen de las caracteristicas de las cepas de C.albicans... ...............c.cce v oo 20

Tabla 3. Valores de CMI y CMF para cada péptido quimérico ramificado y los motivos

minimos de LfcinB y BFII por separado en las dos cepas de C. albicans... ..........cc.cco oo .27

Tabla 4. Actividad fungicida o fungistatica de las quimeras ramificadas sobre dos cepas de

CollBICANS . .. ..o e e e e 34

Tabla 5. Porcentajes de hemolisis con respecto a los valores obtenidos de la CMI en C.albicans

SC5314 y 256 HUSI-PUJ .. ..o e 36

Tabla 6. Efecto al combinar los péptidos quiméricos ramificados con fluconazol sobre las

cepas de C.albicans SC5314 y 256 HUSI/PUJ... ..o, 39



Fmoc/tBu
ASD
FDA
Ahx
ARG
BFI
BFII

CI
CLSI
CMI
CMF
GRAS
FLC
HUSI-PUJ
LFB
Lfcin B
RPMI
OMS
PAMs
ROS
UCl

Lista Abreviaturas

9-Fluorenilmetiloxicarbonil/tertbutilo

Agar Sabouraud Dextrosa

Administracion de Alimentos y Medicamento
Acido 6-amino-hexanoico

Arginina

Buforina I

Buforina II

Candidiasis invasiva

Clinical and Laboratory Standards Institute
Concentracion minima inhibitoria

Concentracion minima fungicida

Categoria Generalmente Considerados como Seguros

Fluconazol

Hospital Universitarios San Ignacio Pontificia Universidad Javeriana

Lactoferrina Bovina

Lactoferricina Bovina

Medio Roswell Park Memorial Institute 1640
Organizacion mundial de la salud

Péptidos antimicrobianos

Especies reactivas de oxigeno

Unidad de cuidados intensivos



UNIVERSIDAD COLEGIO MAYOR DE CUNDINAMARCA
FACULTAD CIENCIAS DE LA SALUD
PROGRAMA DE BACTERIOLOGIA Y LABORATORIO CLiNICO

RESUMEN

Los péptidos antimicrobianos (PAMs) se han considerado como una estrategia de tratamiento
antimicotica prometedora, ya que cuentan con baja capacidad para inducir resistencia, poseen
varios mecanismos de accion, son de amplio espectro y su combinacidon con antifingicos
convencionales puede generar efecto sinérgico, sin embargo, como desventajas se encuentra
altos costos de produccion, facil degradacion proteolitica, toxicidad en células eucariotas y
hemolisis sobre los globulos rojos. La Lactoferricina Bovina (LfcinB) es un PAM generado tras
la hidrolisis proteica de Lactoferrina Bovina (LFB), por su parte la Buforina II (BFII) es un
PAM aislado del estomago del sapo Bufo bufo gargarizans. Los péptidos mencionados

anteriormente se les ha atribuido un gran potencial antimicrobiano.

Con la finalidad de potenciar la actividad antiflingica, se disefiaron y sintetizaron quimeras
ramificadas que contienen los motivos minimos de ambos péptidos (LfcinB: RRWQWR y BFII:
RLLR), ademas se evaluo su actividad hemolitica y el efecto de combinar estas quimeras con
fluconazol. Como resultados se obtuvo que el péptido (RRWQWR):KXRLLRRLLR presento
mayor actividad antifingica (Concentracion minima inhibitoria y fungicida) CMI/CMF 50
pg/mL (15.27 uM)) en comparacion con la quimera (RRWQWR ), KXRILILR (CMI/CMF de 100
pg/mL (36.56 uM) contra C. albicans sensible y resistente a fluconazol. La quimera
(RRWQWR)2KXRLLR no exhibid actividad hemolitica mientras que
(RRWQWR):KXRLLRRLLR present6 porcentaje de hemolisis de 11.56% a la concentracion
de la CMI. Con respecto a la combinacion de los péptidos quiméricos ramificados junto con
fluconazol, se obtuvo sinergia con ambos péptidos cuando se evaluaron frente a C. albicans

sensible a este antiflingico.

PALABRAS CLAVE: Candida albicans, lactoferricina bovina, buforinall, péptidos

antimicrobianos, quimeras.

Estudiante: Mateo Marquez Torres


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/bufo-bufo

1. INTRODUCCION

C. albicans se ha descrito como un microorganismo comensal inofensivo que forma parte de la
microbiota principalmente del tracto gastrointestinal, genitourinario, cavidad oral y conjuntiva,
pero cuando el hospedero presenta complicaciones con el sistema inmune o se generan
condiciones que conllevan al desequilibrio de la microbiota, esta levadura puede comportarse
como patdgeno y provoca desde infecciones superficiales (piel, mucosa de boca y vagina) hasta
invasivas y potencialmente mortales en donde casi todos los 6rganos pueden infectarse después

de la diseminacion hematogena del hongo (1),(2).

La candidiasis invasiva (CI) es la enfermedad fingica mas prevalente en las Unidades de
Cuidados Intensivos (UCI), representando el 75% del total de las infecciones causadas por
hongos, lo cual afecta a cerca de 250.000 personas cada afio y se estima que su tasa de
mortalidad corresponde al 40%, siendo la candidemia el tipo de infeccidn que mas se presenta
(3). En paises desarrollados como en Estados Unidos, la candidemia representa la tercera causa
de infecciones del torrente sanguineo en pacientes que se encuentran en UCI (4), asi mismo, de
las especies del género Candida, C. albicans se le atribuye un porcentaje cercano al 60% del

total de candidiasis genital, oral, cutdnea y es la causa mas frecuente de CI (5).

En Colombia, particularmente en las UCI, la candidemia es una causa frecuente de infeccion
del torrente sanguineo y representa el 88% de las infecciones flngicas en pacientes
hospitalizados con una tasa de mortalidad entre 36 y 78%. Colombia reporta una incidencia
general de candidemia de 1.18 casos por cada 1000 admisiones a hospitales, mientras que en
otros paises como Chile es de 0.33, siendo asi una de las incidencias mas altas en Latinoamérica.
Con respecto a la aparicion de resistencia a los antifingicos utilizados para el tratamiento de
candidemia, en Bogota el 30% de los aislados son resistentes a fluconazol, mientras que en

Medellin es el 22%, ademas se espera que estas cifras aumenten progresivamente (6).

Las infecciones fungicas y especialmente aquellas causadas por Candida, han aumentado
alrededor del mundo en las altimas décadas, lo cual, esta relacionado con el incremento de
poblacidn susceptible, como pacientes con enfermedad neoplésica, crecimiento exponencial de
personas inmunosuprimidas (pacientes VIH positivos), uso prolongado de dispositivos médicos

como sondas, catéteres, protesis y valvulas, sumado al uso excesivo de antibioticos (7).

Por otro lado, en los tltimos afios se ha demostrado que la efectividad de las moléculas que se

utilizan como tratamiento para estas infecciones estd disminuyendo, representando un grave



problema al momento de contrarrestar estas enfermedades. Aunque los antifingicos que se
emplean en la clinica parecen ser diversos y numerosos, actualmente solo se disponen de unas
pocas clases de estos agentes (azoles, equinocandinas y polienos) para el tratamiento de

infecciones superficiales o sistémicas por Candida spp (8).

Otro problema importante en el escenario de las micosis oportunistas, es el uso inadecuado de
agentes antifiingicos, lo que ha promovido el desarrollo de resistencia a estos farmacos,
fomentando la prevalencia de infecciones causadas por patdgenos resistentes; este panorama se
relaciona con graves consecuencias en cuanto a la morbilidad, mortalidad y costos
correspondientes a la atencion médica en los hospitales (9). Asimismo, las células fingicas al
ser eucariotas, presentan gran similitud con las células de los mamiferos, semejanzas que van
desde la organizacion de su material genético en cromosomas, hasta organelos citoplasmaticos
y rutas biosintéticas similares; dichas similitudes representan una barrera para la terapia fingica
convencional, ya que, al presentar baja selectividad, generan alta toxicidad en el hospedero
(10). Todos estos factores en conjunto limitan la segura administracion de los antifungicos y es
por esta razon que la busqueda de alternativas terapéuticas que superen los obstaculos existentes

es de gran relevancia para la salud humana.

Adicional a lo anterior, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) asegura que existe una
grave falta de opciones terapéuticas y sefiala que se debe desarrollar urgentemente nuevos
antimicrobianos que tengan la facultad para mitigar la amenaza que generan los patogenos
multidrogorresistentes (11), asi entonces, los PAMs, se han descrito como moléculas
promisorias que podrian ser implementados para el tratamiento de infecciones micoticas,
debido a que tienen ciertas ventajas con respecto a los antifungicos tradicionales, especialmente
porque presentan menor riesgo de inducir resistencia a farmacos, son de amplio espectro, sus
mecanismos de accion son diversos, tienen alta especificidad y afinidad por objetivos

intracelulares (12).

No obstante, algunas desventajas que presentan los PAMs estan relacionados con su rapida
degradacion en el organismo y la toxicidad sobre algunas células del hospedero como los
globulos rojos (13); para disminuir la toxicidad, superar los altos costos de produccidon, mejorar
la estabilidad y potenciar la actividad antimicrobiana de los PAMs, se ha optado por realizar
modificaciones en la secuencia nativa, que incluyen reduccion de la cadena de aminoécidos,
insercion de aminoacidos no naturales, aumentar la polivalencia de la molécula, combinar

secuencias de dos o mas PAMs (denominados hibridos o quimeras), entre otros, (14) por lo



tanto, este estudio evalua la actividad antifungica de péptidos quiméricos ramificados que
contienen las secuencias de LfcinB (21-25): RRWQWR y de BFII: RLLR, contra las cepas C.
albicans SC5314 y 256 HUSI-PUJ (15).

A partir de la problematica anterior, se plante6 la siguiente pregunta de investigacion:
(Qué susceptibilidad muestran las cepas de Candida albicans SC5314 y 256 HUSI-PUJ en
respuesta al co-cultivo con diferentes péptidos quiméricos ramificados que contienen

secuencias de LfcinB y BFII?



2. ANTECEDENTES

Existen multiples barreras que restringen el uso adecuado de los antifingicos dentro de la
practica clinica, esto debido a que presentan problemas de seguridad, toxicidad, eficacia y
resistencia, como por ejemplo: la anfotericina B, ocasiona toxicidad renal aguda después de su
administracion prolongada y por otro lado, el fluconazol e itraconazol exhiben baja
susceptibilidad contra algunas levaduras, son fungistaticos y ocasionan hepatotoxicidad (16).
En este orden de ideas, los esfuerzos que se estdn realizando en la actualidad para encontrar
moléculas con actividad antifiingica estdn encaminados a generar agentes que superen las

limitaciones con las que cuentan los antifiingicos convencionales.

En este escenario, los PAMs toman protagonismo como novedosos agentes terapéuticos; estas
moléculas son cadenas polipeptidicas cuyo tamafio generalmente es inferior a 60 residuos de
aminoacidos, se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza y son producidas desde
los organismos mas simples como bacterias, hasta los mas complejos como los animales
vertebrados e invertebrados, y se han descrito como componentes clave del sistema

inmunolégico innato proporcionando proteccion contra patdgenos invasores (17).

Los PAMs, son considerados como una alternativa prometedora para el tratamiento de
enfermedades infecciosas porque presentan propiedades terapéuticamente importantes, dentro
de las cuales destaca su amplio espectro de actividad contra hongos, bacterias, virus y parasitos,
ademas se ha demostrado que algunos péptidos no son afectados por los mecanismos de
resistencia con los que ya cuentan algunos microorganismos patdgenos (10)(18), sin embargo,
pese a los grandes avances en el conocimiento acerca de los PAMs, atin existen grandes desafios
que superar para lograr su correcta administracion dentro de la practica clinica. Dentro de los
principales inconvenientes asociados al uso de PAMs se destaca su inestabilidad estructural,
debido a que los péptidos son el objetivo de numerosas enzimas localizadas tanto en tejidos y
fluidos corporales del hospedero como producidas por los microorganismos invasores, otros
problemas relacionados con el uso de PAMs es la toxicidad que genera en células eucariotas al
causar hemolisis y nefrotoxicidad, y su biodisponibilidad en algunas partes del cuerpo es

bastante baja (13).

La LFB es una proteina presente en las distintas secreciones (luche, orina, saliva) de los
bovinos; la hidrolisis de esta molécula causada por la pepsina gastrica produce un hidrolizado
donde se destaca el péptido LfcinB, cuya secuencia de aminoacidos es

FKCRRWQWRMKKLGAPSITCVRRAF, por su parte el motivo minimo de actividad
5



antimicrobiana dentro de la secuencia de LfcinB corresponde a la secuencia 2RRWQWR?
(19). La actividad antifungica de la LFB esté relacionada principalmente con su capacidad para
unir y secuestrar hierro del medio, mientras que la apolactoferrina (variante de LFB sin hierro),
puede eliminar tanto a C. albicans como a C. krusei, alterando la permeabilidad de su superficie

celular (20).

En el estudio de Kuipers et al (21) se compar6 la actividad antifiingica de la LFB y
apolactoferrina bovina en aislados clinicos de C. albicans , C. glabrata y C. tropicalis, donde
ambas moléculas exhibieron actividades equivalentes dentro del rango de 0.5 a 100 mg/mL para
todas las especies de Candida evaluadas, adicionalmente, el efecto combinado de LFB con los
azoles, demostrd que usando 50 pg/mL de fluconazol junto con 10 mg/mL de LFB se inhibe
completamente el crecimiento de C. albicans, mientras que las Concentraciones Minimas
Inhibitorias (CMIs) para cada uno por separado fue de 156 pg/mL y 31 mg/mL
respectivamente, se observa entonces, que se disminuye la concentracion que se necesita para
inhibir al hongo cuando se utiliza la terapia combinada. Fernandes KE et al (22), evidenciaron
que diferentes LFB (LF-S, LF-D1 y LF-D2) provenientes de lecherias o empresas, es activo
contra una amplia variedad de levaduras incluyendo Clavispora lusitaniae, Saccharomyces
cerevisiae, C. glabrata, C. nivariensis, C. bracarensis, C. tropicalis, Cryptococcus gattii, entre

otros, al observarse CMIs en un rango entre 8 a 64 pg/mL.

También se ha evaluado en multiples ocasiones la actividad antifiingica de la LfcinB, como en
la investigacion desarrollada por Wakabayashi et al (23) donde se muestra el resultado de
exponer LFB y LfcinB contra diferentes cepas ATCC y aislados clinicos de C. albicans
sensibles y resistentes a fluconazol e itraconazol, obteniendo como resultado, CMI mas bajas
(40-200 pg/mL) para las cepas resistentes a los azoles en comparacion con las cepas sensibles
a estos antifungicos (400 pg/mL) en ambos casos; el mismo autor describié que en las cepas de
referencia C. albicans y T. mentagrophytes se obtuvo CMIs de 25 y 12 pg/mL en caldo a base
de peptona cuando se expone a la LfcinB (19). Secuencias analogas a LfcinB como LfcinB15,
fragmento de los residuos 1-15 de LfcinB (posiciones 17-31 de LFB) cuya secuencia es
FKCRRWQWRMKKLGA-NH>, mostr6 CMIs de 6.25-12.5 pg/mL, en aislados clinicos y
cepas de referencia de C. albicans, 6.25-12.5 pg/mL en C. krusei, 3.125-6.25 pg/mL en C.
tropicalis y > 50 pg/mL en C. tropicalis, asi mismo se identifico que LfcinB15 no solo exhibe
actividad litica sobre las membranas, sino que es capaz de acoplarse en vacuolas en el interior

de las células e induce la acumulacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) que provoca



estrés oxidativo y dafia componentes vitales de las células, causando la muerte de la

levadura(24).

Quimeras peptidicas que contienen fragmentos de LfcinB se han disefiado y sintetizado con la
finalidad de aumentar el potencial antifungico y reducir el efecto hemolitico en comparacion
con las secuencias analizadas por separado, como lo demuestra la investigacion de Feng et al,
donde se sintetizo un péptido quimérico recombinante entre LfcinB (1-15) y Tanatina (4-21)
denominado LFT33, y determinaron su potencial antimicrobiano tanto en bacterias Gram
positivas y Gram negativas (S. aureus, E. coli, P. aeruginosa) como en levaduras (C. albicans),
donde el valor de IC50 (concentracion mas baja del péptido que reduce el crecimiento en mas
de un 50%) se encuentra entre 16 — 32 g/mL para bacterias y en C. albicans el 1C50 es de 64
g/mL, mientras que la LfcinB por si sola muestra valores de IC50 entre 16-64 g/mL en bacterias
y en la levadura corresponde a 128 g/mL, lo que sugiere que LFT33 presenta mayor actividad
en bacterias y en hongos en comparacion que la LfcinB por si sola, asi mismo LFT33 no es
toxico para los globulos rojos debido a que no mostro actividad hemolitica a altas

concentraciones (256 pg/mL)(25).

En otro estudio Xi et al (26), disefiaron y expresaron el péptido quimérico LHP7 en Pichia
pastoris, la secuencia de esta molécula consta de 83 aminodcidos que abarcan variaciones de
tres péptidos distintos (plectasina, LfcinB y proteina ribosomica L1 de Helicobacter pylori)
unidos a través del enlazador de glicinas y serinas; LHP7 arroj6 valores de CMI en C. albicans,
C. tropicalis, Saccharomyces cerevisiae y Asperguillus niger de 5.83 pM, mientras que para el
péptido plectasina es >29.09 uM, disminuyendo la concentracion a mas del doble la CMI para
el péptido quimérico, por otro lado LHP7 presentd actividad hemolitica inferior al 3.5% a la
concentracion de 8 pug/mL y se mantuvo el porcentaje de hemolisis inferior al 5% a medida que
las concentraciones aumentaron hasta 1000 pg/mL, lo cual demuestra que LHP7 presenta
actividad antifingica mejorada en comparacion de los péptidos del cual se originan,

manteniendo niveles de citotoxicidad bajos sobre los globulos rojos.

Distinto a los PAMs que generan perturbaciones directas sobre la membrana celular como es el
caso de LfcinB, se han descrito PAMs que poseen mecanismos de accion alternos como el
planteado para la buforina 1 (BFI), el cual transloca los 4cidos nucleicos impidiendo procesos
celulares fundamentales como la produccion de proteinas. BFI presenta gran homologia con los
residuos amino-terminales de la histona H2A de las células gastricas del sapo Bufo

bufo gargarizans, lo que le confiere afinidad de union al ADN (27). BFI ha demostrado poseer


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/bufo-bufo
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/bufo-bufo

efecto fungistatico a concentraciones de 8 pug/mL, mientras que a una concentracion de 16
pug/mL alcanza un efecto fungicida en 4. oryzae y Rhodotorula glutinis, este péptido también
genera sinergia cuando se co-cultiva con nisina, arrojando valores de ICIF (indice de

concentracion inhibitoria fraccional) de 0.375 en A4. oryzae (28).

La buforina 2 (BFII) es un péptido derivado de la BFI que se genera después de la digestion
con la endoproteinasa Lys-C, dando como resultado la siguiente cadena de aminoacidos
TRSSRAGLQWPVGRVHRLLRK, este péptido ha mostrado mayor actividad antimicrobiana
que el péptido del cual se origina, asi mismo, dentro de la secuencia de BFII el motivo minimo
de actividad antimicrobiana corresponde al fragmento RLLR (29). La BFII ha reportado tener
actividad antimicotica tanto para hongos filamentosos como en levaduras al presentar valores
de CMI entre 8-16 pg/mL para las cepas de referencia de Fusarium oxysporum y Pyricularia
oryzae, mientras que para C. albicans 'y C. neoformans la CMI se encuentra dentro en el rango

de 16-32 pug/mL (30).

En otro estudio se aprecia la inhibicion completa de Malassezia furfur durante las primeras 24
h a concentraciones de 50 pM y 100 uM de BFII, y su efecto empieza a disminuir entre las 48

h y 72 h donde el hongo retoma su desarrollo normal. (31)

Park et al (32), describieron la actividad antimicrobiana de péptidos analogos a la BFII como
por ejemplo la cadena polivalente del motivo minimo (RLLR)s, repeticion de tres veces la
secuencia (RVHRLLR)3 y quimeras como BFII (5-13) - MG (1-14) compuestas de BFII y
magainina II, en donde la CMI de la BFII en C. albicans. C. neoformans y Saccharomyces
cerevisiae es de 1 nug/mL, mientras que para el péptido (RLLR)s en las tres levaduras es de 8
pg/mL, en el caso de la secuencia (RVHRLLR); corresponde a >256 pg/mL y para la quimera
BFII (5-13) - MG (1-14) es 4 pg/mL, arrojando la mayor actividad la secuencia completa de
BFII, por su parte el péptido BFII (5-13) - MG (1-14) penetra facilmente la membrana celular

y se acumula en el citoplasma, donde se estima que realiza su efeto antimicrobiano.

BFlllc, un péptido analogo a la BFIIb (RAGLQFPVGRLLRRLLRRLLR) cuya secuencia de
aminoacidos corresponde a KLLKQWPIGKLLKKLLKKLLK, presenta mejor actividad
antifungica en C. albicans, C. neoformans 'y S. cerevisiae en comparacion del péptido del cual
se origina al arrojar valores de CMI de 1 ug/mL en las tres levaduras, por otro lado BFIIb
muestra porcentajes de hemolisis del 11.5% y elimind al 35.8% de células de fibroblastos

humanos a 200 pg/mL , mientras que BFIlIc fue completamente inactivo en glébulos rojos y



en células de fibroblastos humanos, concluyendo que modificaciones de BFIIlc potencia la

actividad antifungica y disminuye su citotoxicidad en células humanas (27).

Previamente en el grupo de investigaciéon de Micosis Humanas y Proteomica (MICOH-P) y el
grupo Sintesis y Aplicacion De Moléculas Peptidicas (SAMP) de la Pontificia Universidad
Javeriana y de la Universidad Nacional de Colombia respectivamente, se demostré que
modificaciones del motivo de la LfcinB pueden potenciar la actividad antibacteriana y
antifingica comparado con la secuencia nativa, como es el caso del péptido palindromico
LfcinB (21-25)pa: RWQWRWQWR, y péptidos monoméricos, diméricos, tetraméricos y
ciclicos que contienen el motivo RRWQWR (15),(33).

También dentro de los grupos de investigacion mencionados anteriormente se han disefiado y
evaluado péptidos quiméricos lineales que poseen secuencias cortas derivadas tanto de LfcinB
como de BFII, las cuales corresponden al motivo minimo de LfcinB: RRWQWR, y los motivos
palindromicos BFII: RLLR y RLLRRLLR, estos segmentos se unieron por medio del
espaciador 4cido 6-amino-hexanoico (Ahx), dando como resultado quimeras como:
RLLRRLLR-Ahx-RRWQWR, que presenta CMIs entre 6 — 23 uM en E.coli y P. aeruginosa,
mientras que para S. aureus y E .faecalis la CMI es de 46 pM, estas CMIs son mas bajas en
comparacion con los péptidos nativos individuales (91-222 puM), asi mismo los péptidos
quiméricos lineales presentaron actividad hemolitica disminuida (entre 2-13%) en contraste

con el motivo minimo de Lfcin B, BFII y el palindromo RLLRRLLR de BFII (1-63%) (34).

La actividad antifingica de las quimeras lineales mencionadas anteriormente se determind en
C. albicans, C .glabrata y C .auris en donde la quimera que posee el motivo minimo de la
LfcinB en la cual se sustituyeron las Argininas (R) por Lisinas (K) junto con el palindrome de
la BFII (RLLRRLLR) presentd la mayor actividad al arrojar valores de CMI entre 50 pg/mL
(24 uM) y > 200 pg/mL (96 uM) respectivamente(35). Se ha descrito que la ramificacion,
repeticion y aumento (polivalencia) de las secuencias que conforman a los PAMs potencia la
actividad antimicrobiana al conferirle al péptido mayor atraccion y capacidad de unidén sobre
sus objetivos celulares (36), por esta razon, teniendo en cuenta los resultados previos con las
quimeras lineales, en este trabajo se plantea evaluar la actividad antifingica de péptidos
quiméricos ramificados que contienen fragmentos de la secuencia de LfcinB y BFII contra
cepas de referencia y resistentes a fluconazol de Candida albicans, asi mismo se plantea

determinar si los péptidos generan hemolisis sobre globulos rojos humanos.



3. MARCO TEORICO

3.1 Generalidades Candida albicans

Candida spp son levaduras cuya estructura levaduriforme puede variar segin la especie:
globosas, ovoides, elipticas y cilindricas; su reproduccion asexuada o anamorfica es por
blastoconidios (holoblastica) y la mayoria de las especies patogenas pueden formar pseudohifas

e hifas verdaderas, con excepcion de C. glabrata 'y C. auris (37).

C. albicans se caracteriza por presentar varias formas morfologicas (blactoconidias,
pseudohifas e hifas); durante el proceso de gemacion, se genera un nuevo brote en la superficie
de la levadura del material celular que daré origen a la progenie, cuando se finaliza la fase de
crecimiento, las levaduras se dividen y la célula hija se separa de su madre exhibiendo cada una
morfologia celular ovalada o redonda de aproximadamente 7-8 pm. La filamentacion de C.
albicans es inducida por condiciones del medio donde se encuentre, principalmente se presenta
cuando la temperatura es mayor o igual a 37°C, pH alcalino >6.5, altas concentraciones de CO>,
privacion de nutrientes, presencia de N-acetilglucosamina y baja concentracion de nitrégeno.
Por su parte, las hifas consisten en células tubulares que permanecen unidas posterior a la
citocinesis y presentan septos especializados que permiten el paso y flujo de material
intracelular; por otro lado, la pseudohifa es un tipo de forma filamentosa compuesta de
levaduras elipsoidales alargadas que permanecen conectadas en forma de cadena con

constricciones donde se encuentran los septos (38),(39).

La pared celular de este hongo estd compuesta principalmente por glucanos (50-60%), quitina
(1-20%) y glicoproteinas (30-50%), su funcion es proteger a la célula de condiciones de estrés
provenientes del entorno donde se encuentre, como por ejemplo cambios osmoticos,
temperatura y pH, adicionalmente tiene funciones importantes como controlar la permeabilidad
celular y proteger a la célula del sistema inmune (40); la principal diferencia entre la
composicion de la forma levaduriforme y la hifa en C. albicans es que la pared de las hifas tiene

un contenido mayor de quitina en comparacion que la levadura (41).

3.1.1 Patogenia

El género Candida abarca mas de 200 especies, pero tan solo el 25% son de interés clinico y

alrededor de ocho son las mas frecuentes de encontrar causando distintos tipos infecciones. C.
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albicans sobresale siendo responsable del 40 hasta 75% de los casos de infecciones causado

por este género (37).

C. albicans es un hongo comensal inocuo que coloniza distintas cavidades del cuerpo humano,
este microorganismo en condiciones normales se encuentra limitado por la microbiota local,
barreras epiteliales y el sistema inmunolégico, sin embargo, puede causar infecciones
localizadas y sistémicas si se perturba o compromete los factores mencionados anteriormente,
promoviendo el crecimiento excesivo del hongo que lo lleva a invadir nuevos tejidos generando
dafio tisular, transformado su comportamiento a patdgeno oportunista (42). Las infecciones por
C. albicans, generalmente surgen de la microbiota endégena en lugar de contaminacién por
otras fuentes, en contraste a otros hongos patdogenos importantes como Cryptococcus,
Aspergillus e Histoplasma que se encuentran en el ambiente y han desarrollado rasgos de

patogenicidad en humanos (43).

C. albicans esté presente en forma de levadura en el microbioma humano, y se considera que
su transicion de levadura a la forma filamentosa uno de sus principales factores de
patogenicidad puesto que las hifas tienen la capacidad de invadir e ingresar al tejido del
hospedero, asi mismo, la expresion de la toxina candidalisina producida por su forma
filamentosa, esta relacionada con la aparicion de infecciones sistémicas y con aumento de la
mortalidad durante el curso de la infeccion, ya que cuenta con la capacidad de dafiar
directamente la membrana epitelial por medio de la formacién de poros que resulta en la
desestabilizacion de la permeabilidad celular y con la posterior fuga del contenido

citoplasmatico (44).

Otro factor relacionado con la patogenicidad de C. albicans es su capacidad para formar
biopeliculas; matriz extracelular compuesta de polisacaridos que contiene en su interior
levaduras, hifas y pseudohifas y posee la capacidad de adherirse a superficies bidticas (mucosas
y revestimientos celulares del hospedero) y abioticas (catéteres, valvulas cardiacas, marcapasos,
etc) (45). La formacion de biopelicula empieza con la adhesion del hongo a la superficie, el
contacto con la superficie estimula la formacion de hifas que van a promover la produccion de
la matriz extracelular que madura y se organiza gracias a la produccion de adhesinas como la
Hwpl, posterior a la maduracion, contintia la dispersion de las levaduras que se encuentra en el

interior de la biopeliculas, lo que resulta en la diseminacion sistémica del hongo (46).
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3.1.2 Manifestaciones clinicas

La candidiasis comprende varias categorias de infeccion por Candida spp, abarca desde
infecciones locales superficiales, hasta invasivas y sistémicas concomitantes o no con
candidemia (infeccion por Candida en el torrente sanguineo). Por su parte, la candidiasis
mucocutanea superficial como la oral y/o esofagica, se caracterizan por el crecimiento excesivo
del hongo que puede llevar a descamar las células epiteliales, formar acimulos de queratina,
bacterias y tejido necroético, lesiones comunmente denominadas aftas y aparecen por lo general
durante la vejez y la infancia (47); la candidiasis vulvovaginal se caracteriza por presentar
prurito e irritacion debido a edemas en la mucosa junto con manchas blancas similares a las
observadas en la candidiasis oral; por otro lado, las principales formas por las cuales Candida
llega al torrente sanguineo son atravesando la mucosa del tracto gastrointestinal, por medio de
la implantacion de catéteres intravasculares y por infecciones graves localizadas principalmente

en pacientes inmunosuprimidos (48).

3.1.3 Antifungicos para Candidiasis invasiva

Existen tres familias de antifingicos (polienos, azoles y equinocandinas) utilizados
comunmente para tratar la enfermedad fingica invasiva (EFI) por Candida spp. (49). (i) Los
polienos presentan actividad fungicida al unirse con el ergosterol de la membrana de los hongos,
estos farmacos tiene la capacidad de crear poros que debilitan la superficie celular alterando la
permeabilidad, lo que resulta con la posterior fuga del contenido citoplasmatico y muerte celular
(50). (i1) Los azoles son la clase mas grande de antifungicos que se utilizan en la practica clinica,
son farmacos fungistaticos que inhiben la biosintesis de ergosterol actuando sobre la enzima
14-a-lanosterol desmetilasa, necesaria para la conversion de lanosterol a ergosterol, proceso
requerido para la formacion de la membrana del hongo. Por tltimo, (iii) las equinocandinas son
lipopéptidos que afectan el crecimiento celular al inhibir la sintesis de D-glucano al unirse con
la subunidad Fskp de la enzima [-(1,3)-D-glucano sintasa, su inhibicion conduce al

agotamiento del glucano en la pared celular de las células fungicas (51), (52).

3.1.4 Mecanismos de resistencia a antifliingicos

El mecanismo mds comun de resistencia a los polienos se asocia con alteraciones en la
composicion de esteroles en la membrana de las células fingicas a causa de mutaciones en
genes relacionados con la sintesis de ergosterol (genes ERG); en C. albicans las mutaciones en

los genes ERG3 y ERG11 generan cambios de esteroles en la membrana dando como resultado
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la implantacion de anosterol, eburicol 4 y14-dimetilzimosterol disminuyendo el blanco de estos
farmacos en la superficie del hongo (53). La resistencia a los azoles por parte de C. albicans,
surge como resultado de alteraciones o mutaciones a nivel del gen ERGI/I (encargado de
producir la enzima 14-a-lanosterol desmetilasa), dichos cambios disminuyen la afinidad del
fluconazol por su enzima blanco o pueden sobre expresar el sitio de union lo que reduce el
efecto del farmaco (54). La resistencia a equinocandinas es cada vez es mas frecuente de

645y Phe®*'en la region

encontrar y se relaciona con la sustitucion de los aminoacidos Ser
definida como “hot-stop” o punto caliente (region donde las mutaciones son muy frecuentes)
dentro de la subunidad Fks1, esta variacion se relaciona con el aumento de mas de 20 veces de

la CMI en las cepas que tienen cambios en estos residuos de aminodacidos (55).

3.2 Péptidos antimicrobianos

Los organismos vivos se encuentran constantemente expuestos al medio ambiente, esto implica
que existe el riesgo constante de adquirir infecciones, por esta razon para defenderse del entorno
que los rodea, se han desarrollado multiples mecanismos de defensa los cuales conforman el
sistema inmune, siendo los PAMs uno de los principales componentes que hacen parte de la

primera linea de defensa de la inmunidad innata de animales (56).

Los PAMs son moléculas de oligopéptidos que pueden clasificarse segun su estructura
secundaria y su composicion en: péptidos lineales, de hélice alfa (cecropinas, magaininas y
melitina), los enriquecidos con aminoacidos especificos, aquellos que contienen puentes
disulfuro (defensinas y protegrinas) y los fragmentos de otras proteinas (LfcinB derivado de la

LFB) (57).

Los PAMs han tomado protagonismo, debido a que poseen cualidades llamativas en
comparacion de los medicamentos convencionales como lo son sus multiples mecanismos de
accion que reducen la aparicion de resistencia, no producen reacciones adversas severas debido
a que son componentes del propio sistema inmune, y tienen un amplio espectro de accion, que

incluye virus, bacterias, parasitos, hongos entre otros (58).

Los PAMs poseen caracteristicas en comun que se relacionan con su capacidad de destruir o
eliminar los microorganismos, dentro de las cuales se encuentran: secuencia relativamente
corta, contienen un alto nimero de residuos de aminoacidos hidréfobos (> 50%), la carga neta
del péptido por lo general es cationica (otorgado por aminoacidos como lisina, arginina e

histidina) y la manera como adopta la estructura secundaria, asi mismo se ha determinado que
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los PAMs poseen distintos mecanismos por los cuales logra promover muerte celular a los
microorganismos, el principal esta relacionado con su capacidad de dirigirse directamente a la
membrana celular y formar poros que ocasionan dafo o desestabilizan esta estructura, otros
mecanismos que se han descrito incluyen la facultad que tienen de interferir en algunos procesos

como la sintesis de proteinas al destruir el ARN o dafio directo sobre el ADN (59).

3.3 Lactoferrina Bovina

La LFB es una glicoproteina de 80 kDa producida por las células epiteliales de las mucosas y
por los neutréfilos, pertenece a la familia de las proteinas transportadoras de hierro denominada
transferrinas y también tiene un papel importante como proteina de defensa no especifica (23).
Este péptido ha demostrado poseer propiedades anti-microbianas, anti-oxidantes y anti-
anémicas (60); por consiguiente dentro de las aplicaciones industriales, ha sido utilizado dentro
de formulaciones de i) crema, enjuague, hilo dental y como goma de mascar por su capacidad
de eliminar microorganismos patégenos, por disminuir la inflamacién local y ayudar a combatir
infecciones de la cavidad oral como gingivitis, ii) en capsulas y bebidas como nutracéutico
favoreciendo la absorcion de hierro ii1) como componente de soluciones oftdlmicas que
eliminan la resequedad ocular cronica severa iv) soluciones utilizadas como promotores de
crecimiento celular in vitro; asi mismo existen productos a base de LFB categorizados dentro
de la categoria GRAS (Generalmente Considerados como Seguros) otorgado por la FDA
(Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos), como LFB de Ventures
LLC de Kansas City Missour, aplicado como agente antimicrobiano en forma de spray en reses

sacrificadas y en cortes de carne cruda (61).

3.3 Lactoferricina Bovina

La LfcinB es un fragmento peptidico de 25 residuos de longitud, situado en la regién N-terminal
de la LFB (Figura 1), y es generado durante la hidrolisis de esta proteina con la pepsina géstrica.
LfcinB, adopta forma de bucle por medio de un puente disulfuro entre dos cisteinas (Cys!'*-
Cys*), posee una carga neta de +8 y una proporcion de residuos hidréfobos del 48%, su
estructura es anfipatica y en forma de lamina 3 (62). En comparacién de la proteina de la cual
se origina, la LfcinB no muestra capacidad de union al hierro, sin embargo, presenta mayor

actividad antimicrobiana que la LFB (63).
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Figura 1. Estructura de aminoacidos de LfcinB, la imagen corresponde al bucle generado por el puente
disulfuro entre las dos cisteinas (C), circulos negros. Los residuos con carga cationica arginina (R) y
lisina (K) se representan por los circulos en color rojo y la numeracion corresponde a la posicion dentro

de la LFB (64).

El principal mecanismo de accion descrito para la LfcinB esta relacionado con su interaccion
electrostatica inicial de las cadenas laterales cationicas con los componentes con carga negativa
de las membranas celulares, posterior a la union, los residuos hidréfobos como el triptéfano
causan disrupcion y desestabilizan la membrana celular (64). Para el caso de C. albicans,
adicional al dafio directo sobre la membrana plasmatica, se ha observado agregacion del
material citoplasmatico que demuestra interaccion de la LfcinB con estructuras internas de las
blastoconidias que da como resultado la sintesis y liberacion de ATP mitocondrial al medio
extracelular (65). Secuencias analogas como Lfcinl5 han demostrado que en C. albicans no
provoca solamente dafio sobre la superficie celular, sino que el péptido tiene la capacidad de

entrar a las células, se acumula principalmente en vacuolas y es capaz de activar ROS. (24)

La secuencia mas corta derivada de la LfcinB que tiene actividad antimicrobiana es
20RRWQWR?® denominado motivo minimo; es a partir de esta secuencia que se han realizado
multiples variaciones como por ejemplo insercion de aminoécidos cationicos e hidrofobos,
aumentar la polivalencia del motivo, incluir aminoacidos no naturales, producir secuencias
palindromicas y quiméricas que incluyan el motivo minimo con la finalidad de potenciar su
actividad antimicrobiana, disminuir su toxicidad en células del hospedero, mejorar la

estabilidad de la molécula y evitar la degradacion enzimatica (66).
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3.5 Buforina I

Las buforinas son una familia de péptidos derivados de las histonas e incluye principalmente a
la BFI y BFII, sin embargo, estos PAMs no tienen ningun papel involucrado en la replicacién
o empaquetamiento del material genético a diferencia de las estructuras de las cuales provienen,
por el contrario, los péptidos extracelulares derivados de histonas poseen propiedades

antimicrobianas (67).

BFI es un PAM aislado por primera vez del estdbmago del sapo asidtico Bufo bufo gargarizans,
este péptido consta de 39 aminodcidos de los cuales 37 de estos residuos presentan homologia
con la secuencia amino-terminal de la histona H2A (68). Respecto al proceso de sintesis de
BF], se estima que en las células de la mucosa gastrica la histona H2A se sintetiza en exceso de
la cantidad requerida para empacar el ADN, por lo cual se acumula en granulos secretores
citoplasmadticos, una fraccion del total de histonas sintetizadas se acetila, las cuales se dirigen
al ntcleo para formar la cromatina, mientras que la histona H2A no acetilada se libera a la luz
gastrica donde es procesada con isoenzimas de pepsina C para producir BFI, el péptido
generado permanece adherido a la mucosa que recubre la superficie del estomago
proporcionando una capa protectora antimicrobiana que inhibe el crecimiento de

microrganismo provenientes del alimento consumido (29).

3.6 Buforina II

BFII es péptido que consta de 21 residuos producidos mediante el tratamiento de BFI con la
endoproteinasa Lys-C, conteniendo los residuos de Thr'® hasta Lys*® del péptido del cual
precede; BFII tiene una estructura de hélice-bisagra-hélice, la hélice extendida N-terminal
incluye los residuos Arg> a Phe', y la hélice C-terminal incluye los residuos Val'? a Lys?!, las

hélices estan separadas por un residuo de Pro situado en la posicion de aminoacido 11 (32).

A diferencia de la mayoria de PAMs, BFII posee mecanismos de acciéon alterno a la
permeabilizacion directa de la membrana celular, a pesar que posee caracteristicas
fisicoquimicas similares a otros péptidos a-helicoidales como la magainina II (69); BFII cuenta
con la capacidad de producir inicialmente poros toroidales transitorios sin generar lisis del
microorganismo o dafio significativo en este organelo, esta caracteristica se encuentra conferida
por el residuo de Pro!! ya que este aminoacido no forma los enlaces de hidrégeno necesarios
para estabilizar una hélice a, lo cual induce flexibilidad y distorsion de la region N- terminal

del péptido, propiedad que ayuda a penetrar a BFII en el citosol; posterior a la entrada en la
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célula, BFII se une y genera dafio sobre los acidos nucleicos (ADN y ARN) por medio de
interacciones electrostaticas inespecificas entre ambas moléculas que inducen la posterior

muerte celular, sin embargo cabe la posibilidad que tenga otros dianas intracelulares(68).

El motivo minimo de actividad descrito para BFII es RLLR, que corresponde a la secuencia
mas corta dentro del péptido que posee actividad antimicrobiana y es a partir de alli que se han

hecho modificaciones con la finalidad de potenciar su efecto (71).
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar la actividad antifiingica de péptidos quiméricos ramificados que contienen fragmentos
de la secuencia de LfcinB y BFII contra las cepas Candida albicans SC5314 y 256 HUSI-PUJ.

4.2 Objetivos especificos

e Determinar la susceptibilidad de las cepas de Candida albicans SC5314 y 256 HUSI-
PU]J frente a los péptidos quiméricos.
o Identificar el efecto fungicida y/o fungistatico de los péptidos quiméricos sintéticos

sobre las cepas Candida albicans SC5314 y PUJ256.

e Determinar la actividad hemolitica de los péptidos quiméricos ramificados

18



5. DISENO METODOLOGICO

5.1. Materiales

5.1.1 Candida albicans SC5314 (Robin) Berkhout (ATCC® MYA- 2876™)

Corresponden a una cepa de referencia para la cual, anteriormente se ha descrito que presenta

CMlIs a fluconazol de 1ug/mL y para caspofungina de 0.06 pg/mL (15), también se ha

determinado la CMI de péptidos quiméricos que contienen secuencias de motivo minimo de

LfcinB y BFII como : para RRWQWR-Ahx-RLLR es >200 pg/mL, RRWQWRRLLR es 200

pg/mL, y RLLR-Ahx-RRWQWR >200 pg/mL, mientras que para los motivos minimos por

separado la CMI para RRWQWR corresponde a 200 pg/mL(>203 puM) y para RLLRRLLR es

>200 pg/mL (>183 uM) (35). La tabla 1 represente las caracteristicas de C. albicans SC5314.

Categoria del producto Hongos

Tipo de producto Levadura
Reino: Fungi

Clasificacion

Division: Ascomycota,
Clase: Saccharomycetes,
Orden: Saccharomycetales

Familia: Saccharomycetaceae
Género: Candida

Clasificacion de la cepa

SC5314

Cepa secuenciada del genoma

Cepa de secuenciacion del genoma (Centro
de tecnologia del genoma de Stanford,
Universidad de Stanford, EE. UU;

Universidad farmacéutica de China, China).

Genoma mitocondrial secuenciado.

Fuente de aislamiento

Espécimen clinico humano

Condiciones de almacenaje

-80 °C 0 mas

Tabla 1. Descripcion de C. albicans SC5314
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5.1.2 Candida albicans 256 HUSI-PUJ

Aislado clinico de mucosa oral del Hospital San Ignacio y depositado en el banco de cepas del
grupo MICOH-P de la PUJ (Pontificia Universidad Javeriana). Candida albicans resistente a
fluconazol con CMI de 64 ug/mL y para caspofungina de 0.06 ug/mL (15), previamente se ha
determinado la CMI de péptidos quiméricos que contienen secuencias de motivo minimo de
LfcinB y BFII como : para RRWQWR-Ahx-RLLR es >200 pg/mL, RRWQWRRLLR es 200
pg/mL, RLLR-Ahx-RRWQWR >200 pg/mL y para las secuencias que constituyen las quimeras
evaluadas por separado la CMI de RRWQWR corresponde a 200 pg/mL(>203 uM) y para
RLLRRLLR es >200 pg/mL (>183 uM) (35). La tabla 2 contiene los fenotipos de

susceptibilidad (sensibilidad y resistencia) de las dos cepas de C. albicans.

Cepa Caédigo Fuente Susceptibilidad
FLU | CAS | AMB
Candica albicans | SC5314 Sangre S S S
Candica albicans | 256 HUSI-PUJ | Hisopado bucal | R S S

Tabla 2. Resumen de las caracteristicas de las cepas de C. albicans. FLU: Fluconazol CAS:
Caspofungina AMB: Anfotericina R: Resistente S: Sensible CMI: Concentracion Minima Inhibitoria

CMF: Concentracion Minima Fungicida
5.1.3 Péptidos de estudio

Péptidos quiméricos ramificados que contienen los motivos de LfcinB y BFII: en la figura 2, el
péptido a) consta de dos veces el motivo minimo de LfcinB RRWQWR ramificado, ambos
unidos por medio del espaciador 4cido 6-amino-hexanoico al motivo minimo de la BFII RLLR,

el otro péptido b) consiste en dos veces el motivo minimo de LfcinB RRWQWR ramificado
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unidos por medio del espaciador 6-amino-hexanoico a una secuencia polivalente palindrémica

lineal que esta formada por dos veces el motivo minimo de la BFII RLLR.

N (RRWQWR)KXRLLR n (RRWQWR):KXRLLRRLLR
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Figura 2. Estructura de los péptidos quiméricos ramificados; en color negro corresponde a las dos
moléculas del motivo minimo de la LfcinB, ramificadas, en rojo el espaciador 6-amino-hexanoico (X)

y la secuencia en azul es el motivo minimo de la BFII a) una vez, b) dos veces.

3.2 Hipaotesis

Péptidos quiméricos ramificados que contienen los motivos minimos de LfcinB y BFII
presentan actividad antifingica mejorada en comparacion con péptidos quiméricos lineales y
que los motivos evaluados por separado, asi mismo los péptidos ramificados conservan

porcentajes de hemolisis similares a sus analogos lineales.

5.2. Estrategia de trabajo

Con la finalidad de cumplir con los objetivos propuestos, el presente trabajo se desarrollo en
tres etapas: La primera etapa consistio en la evaluacion antifiingica de los péptidos quiméricos
ramificados al determinar los valores de CMIy CMF. En la segunda etapa se analiz6 la cinética
de la actividad mediante el disefio de curvas de letalidad durante 48 h de incubacion. La tercera

etapa estéd constituida por el calculo del porcentaje de hemolisis de ambos péptidos (Figura 3).
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Figura 3. Disefio metodoldgico.

5.3.1 Sintesis y caracterizacion de los péptidos.

Los péptidos quiméricos ramificados de LfcinB y BFII se sintetizaron mediante la sintesis de
péptidos en fase solida 9-Fluorenilmetiloxicarbonil/tertbutilo (Fmoc/tBu) y se caracterizaron
por RP-HPLC y espectrometria de masas MALDI-TOF. La produccion de los péptidos fue

realizada por el grupo de investigacion Sintesis y Aplicacion de Moléculas Peptidicas (SAMP).

5.3.2 Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria

El ensayo se realiz6 acorde al método de microdilucion en caldo segun las normas Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) (72, 73). Se partio de un cultivo de Candida spp incubado
por 24 horas a 37°C, de este cultivo se realizd un indculo en solucion salina (0.9%) tomando
colonias y suspendiendo las hasta alcanzar 0.5 McFarland DO: 595 nm 0.082-0.12, luego se
diluy6 en 1/50 y 1/20 en medio RPMI (segtin el volumen final que se requiera) con la finalidad

de alcanzar un indculo final de 0.5 — 2.5x 10° UFC/mL.

En placas de 96 pozos, se dispensd 100 pL de medio RPMI y 100 pL del péptido y se llevaron
a cabo diluciones - a partir de una concentracion de 200 pg/mL hasta 6.25 ng/mL del péptido,

cambiando de punta en cada dilucion, seguido a esto se agregd 100 pL del indculo ajustado. La
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placa se incub6 a 37°C por 48 horas. Después de la incubacion se realiz6 lectura visual a las 24
y 48 horas con ayuda del espejo invertido y se midié las absorbancias por medio del
espectofotometro (DO 595 nm). Se utilizd como control positivo medio RPMI mas agua
destilada e inoculo, el control negativo consta de fluconazol al doble de la CMI e indculo, los
controles de técnica o de esterilidad consisten en RPMI y solucion salina individuales. Se

realizaron por triplicado. (Figura 4).

200
pg/mL
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Figura 4. Distribucion de la microplaca de 96 pozos, las diluciones del péptido se realizan de manera
vertical en donde la fila A contiene las concentraciones mas altas (200 pg/mL) de cada uno de los
péptidos (P1 y P2), mientras que en la fila F estan las mas bajas, los ntimeros representan las
concentraciones finales de los péptidos quiméricos. Control positivo (C+), control negativo (C-), control

de la técnica (CT), solucion salina (SS).

5.3.3 Concentracion Minima Fungicida

Después de haber medido las absorbancias a las 48 horas del ensayo anterior, se realizd un
subcultivo en agar SD tomando una porcion de cada una de las concentraciones de los péptidos
donde no se observo crecimiento de la levadura y de los controles, acorde a la distribucion

ilustrada en la Figura 5, luego se incub¢ la caja por 24 horas a 37°C.
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CMI CMI

CMI 2XCMI

C+ 2XCMI

C- 2XCMI

Figura 5. Distribucion de la caja de Petri para determina la CMF. Los numeros indican la concentracion

final del péptido. Control negativo (C-), Control positivo (C+), Control de la técnica (CT).

5.3.4 Curvas de letalidad

Teniendo en cuenta la concentracion de 200 pg/mL de los péptidos, se realizo diluciones
seriadas 2 en medio RPMI hasta 25 pg/mL en los pozos seleccionados de la microplaca, luego
se agrega 150 pL del indculo ajustado (0.5 — 2.5x 10> UFC/mL) de la misma manera como se
realiza en el procedimiento de microdilucion en caldo, para obtener un volumen final de 300uL.
Las muestras se incubaron por 48 horas y la absorbancia se midi6 cada hora en el equipo
Bioscreen C a 600 nm. El control negativo utiliza un antifungico a la CMI, como control
positivo medio RPMI con indculo de la levadura y como control de esterilidad medio RPMI

solo (72).

5.3.5 Determinacion de la actividad hemolitica

Este ensayo se realizo basandose en el estudio de Solarte (74). Se obtuvo sangre de una persona
sana cuyo grupo sanguineo corresponde a O+ en tubos con anticoagulante EDTA, luego se
centrifugan a 2000 rpm durante 15 minutos con la finalidad de separar el plasma de los globulos
rojos y se elimind el sobrenadante, posterior a esto, se realizaron tres lavados de los globulos
rojos con solucion salina al 0.9% o hasta que el sobrenadante quedara translicido después de
haber centrifugado los tubos a 2000 rpm durante 10 minutos, para preparar una solucion cuya

concentracion sea de hematocrito al 4%. Tomar una placa de 96 pozos y realizar diluciones

24



seriadas %2 de los péptidos a evaluar en solucion salina, partiendo de una concentracion de 200
pug/mL hasta 6.2 pg/mL dejando un volumen final en cada pozo de 100 pL, una vez realizadas
las diluciones se agrega 100 puL de la solucion de globulos rojos, se incuba la microplaca durante
2 h a 37 °C; pasado este tiempo se centrifuga la microplaca a 3500 rpm por 5 minutos, se retira

el sobrenadante y se vierte en una nueva placa para leer la absorbancia a 450 nm (74).

El control positivo consistié en Tween 20% junto con gldébulos rojos (100% de hemdlisis), para
el control negativo se utilizo solucion salina mas glébulos rojos (no se produce ningtin efecto

hemolitico). Para determinar el porcentaje de hemolisis se utiliza la siguiente ecuacion:

o Absorbancia de la muestra — Absorbancia control negativo
% Hemdlisis = , — , — x 100
Absorbancia control positivo — Absorbancia control negativo

Una estrategia prometedora para combatir las micosis por hongos resistentes, eliminar
biopeliculas fungicas, extender la vida util y la eficacia de los antifungicos convencionales, es
a través de la terapia combinada. La principal ventaja de la sinergia entre moléculas sobre la
monoterapia radica en reducir o incluso eliminar la aparicion de resistencia de las células
fungicas, incluso el enfoque sinérgico puede alterar la actividad fungistatica de muchos
compuestos y potenciar su efecto antifungico (75). Es a partir de alli y adicional a las técnicas
descritas anteriormente, se decidio realizar el ensayo de tablero de ajedrez con la finalidad de
determinar la interaccion que se genera al combinar los péptidos quiméricos ramificados junto

con distintas concentraciones de fluconazol sobre las cepas de C. albicans.

5.3.6 Ensayo de titulacion en tablero de ajedrez

Se utilizé este método para evaluar el efecto de los péptidos en combinacion con fluconazol
sobre ambas cepas de C. albicans; para el caso del fluconazol se realizan diluciones seriades a
partir de 2X CMI teniendo en cuenta si la cepa es resistente o no a este antifungico, para el
péptido se evaluaron concentraciones finales a partir de 2xCMI hasta 0.06xCMI teniendo en
cuenta que la concentracion mas alta utilizada es de 100 pg/mL en ambos casos. En cada pozo
se agreg6 50 uL del péptido quimérico, 50 puL de la de Fluconazol y 100 pL de in6culo ajustado
(0.5 —2.5x 10° UFC/mL) para un volumen final por pozo de 200 uL (Figura 6) (76).
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Figura 6. Distribucion de la placa multipozo para el ensayo de titulacion en tablero de ajedrez,

en amarillo se muestra la manera como se distribuye las concentraciones de fluconazol, en azul

las concentraciones del péptido quimérico, el control positivo (C+) corresponde a la cepa en

medio RPMI, el control negativo (C-) es indculo de la levadura junto con fluconazol a 2xCMI.

Después de la incubacion por 48h a 37°C, se determind el valor de ICIF (indice de

Concentracion Inhibitoria Fraccional) para establecer el efecto que se presenta entre el péptido

y fluconazol, EL indice CIF se obtiene aplicando la siguiente férmula: ICIF= [(A) / (CMI a)]
+ [(B) / (CMI b)]. Se considera que los valores de IFIC = 0,5 indican sinergismo; 0,5- 1,0,

aditividad; 1-4, indiferencia; y> 4, antagonismo (77).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Etapa 1: Microdilucion en caldo y CMF

Los péptidos quiméricos ramificados se evaluaron en una cepa de referencia sensible
(C.albicans SC5314) y en un aislado clinico resistente a fluconazol (C.albicans 256 HUSI PUJ),
estas cepas se eligieron por un lado debido a que es necesario buscar alternativas terapéuticas
que superen las barreras relacionadas con la resistencia antifngica, y por otro lado, C. albicans

es la especie que se atribuye el mayor nimero de casos de candidiasis localizadas y sistémicas

(5).

C. albicans es una levadura de gran importancia clinica, atribuido principalmente a las multiples
manifestaciones clinicas que comprenden desde infecciones superficiales hasta profundas e
invasivas con compromiso de uno o varios organos, ligado a alta mortalidad. Adicionalmente

comprende aproximadamente el 65% de las infecciones causadas por este género (37).

C. albicans
Péptido SC5314 256 HUSI-PUJ
CMI pg/mL. | CMF pg/mL | CMI pg/mL | CMF pg/mL
(uM) (uM) (uM) (uM)

RRWQWR* 200 (203) 200 (203) 200 (203) 200 (203)
RLLRRLLR* >200(>183) >200(>183) >200(>183) >200(>183)

RRWQWR-Ahx-RLLR* 200 (122) 200 (122) 200 (122) 200 (122)

(RRWQWR):KXRLLR 100 (37) 100 (37) 100 (37) 100 (37)

(RRWQWR);KXRLLRRLLR 50 (15) 50 (15) 50 (15) 50 (15)

Tabla 3. Valores de CMI y CMF para cada péptido quimérico ramificado y los motivos minimos de
LfcinB y BFII por separado en las dos cepas de C. albicans. En negritas corresponde a los péptidos
evaluados en este estudio. * Péptidos control, evaluados previamente dentro de los grupos de

investigacion donde se desarrollo este trabajo (35). Valores de absorbancias e imagenes de CMF en

Anexo 1.

Ensayos realizados anteriormente arrojan que el motivo minimo de la LfcinB RRWQWR
presenta valores de CMI >200 pg/mL (>203 uM) en C. albicans SC5314 y 256 HUSI-PUJ, a
su vez el péptido dimérico del motivo minimo de BFII (RLLRRLILR) arroj6 valores de CMI de
>200 (>183 uM) en las mismas cepas (35). Al comparar la actividad antifingica de las
secuencias por separado con los resultados obtenidos de las quimeras ramificadas entre LfcinB

y BFII ramificadas de este estudio, se observa una disminucién de mas de cuatro veces el valor
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de la CMI para el péptido (RRWQWR),KXRLLRRLLR (50 pg/mL (15 uM)) y de mas de dos
veces para (RRWQWR)LKXRLLR (100 pg/mL (37 uM)), demostrando que se aumenta la
actividad antifiingica considerablemente cuando se unen los motivos minimos (monoméricos o
dinmpericos) de LfcinB y BFII. En la tabla 3 se observan los valores de CMI y CMF de cada

una de las moléculas.

El desarrollo de PAMs polivalentes y ramificados presentan ventajas en comparacion de sus
analogos monoméricos lineales, las cuales incluyen mayor afinidad por blancos celulares a
través del reconocimiento simultdneo de multiples sitios de unidon, mayor capacidad de
permeabilizar membranas, actividad antibacteriana y antifingica mejorada, son mas resistentes
a la degradacion proteolitica y a entornos fisiologicos (36). De esta manera lo describe la
investigacion realizada por Lakshminarayanan (78), donde secuencias monoméricas y
palindrémicas lineales de la secuencia RGRKVVRR muestran actividad disminuida (CMI de
78uM - >78uM) sobre C. albicans y Fusarium solani en comparacion con el péptido
tetramérico ramificado B4010 ensamblado a partir de dos copias del dimero
RGRKVVRRKKRGRKVVRR a través de lisinas ramificadas (CMI de 5.6uM — 0.34uM). Los
resultados del presente estudio se correlacionan con los obtenidos previamente dentro del grupo
de investigacion (SAMP Y MICOH-P), en la cual se demuestra que péptidos constituidos con
secuencias de LfcinB y BFII presentan actividad antibacteriana y antifungica mejorada cuando

se aumenta la polivalencia del motivo minimo de BFII (34),(35).

Los péptidos quiméricos ramificados en este estudio exhiben mayor efecto antifiingico en
comparacion con las quimeras lineales constituidas por el motivo minimo de LfcinB y BFII,
por ejemplo, el péptido lineal RRWQWR-Ahx-RLLR que posee el mismo enlazador que las
quimeras ramificadas, en estudios anteriores mostré CMI de 200 pg/mL (122 uM), mientras
que el valor de CMI disminuye al doble para (RRWQWR),KXRLLR y cuatro veces la
concentracion para (RRWQWR),KXRLLRRLLR en contraste con la secuencia lineal sobre las
mismas cepas de C. albicans (tabla 3), este fenomeno puede estar relacionado con el aumento
de la polivalencia o repeticion de fragmentos tanto del motivo minimo de LfcinB para los dos
quimeras ramificadas, como de BFII para el caso de (RRWQWR)KXRLLRRLLR, asi como

por la disposicion o estructura ramificada de los péptidos evaluados.

Los resultados del ensayo de microdilucion en caldo y CMF arrojan que la mayor actividad
antifingica corresponde al péptido quimérico ramificado que contiene un dimero ramificado

del motivo minimo de LfcinB en la region N-terminal y un dimero del motivo minimo de BFII
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en el extremo C-terminal (RRWQWR),KXRLILRRILR), al exhibir valores de CMI/CMF de
50 pg/mL (15 pM), mientras que para el péptido ramificado (RRWQWR)KXRLLR la
CMI/CMF es de 100 pg/mL (37 uM) en ambas cepas de C. albicans.

Analizando las caracteristicas de los péptidos que podrian estar relacionados con el incremento
del efecto antifingico, se ha descrito que el logP o comportamiento de particiéon de los
compuestos lipofilicos en octanol/agua es un parametro fisico-quimico que representa
cuantitativamente el grado de lipofilia o hidrofobicidad de una molécula (79). De esta manera
se ha planteado que las moléculas lipofilicas y catidnicas poseen alta afinidad por las
membranas celulares, y su insercion promueve cambios en la organizacion de los lipidos que
pueden llegar a comprometer la estabilidad de la bicapa y consigo la integridad celular, esto
sugiere que el aumento de la actividad antimicrobiana de los PAMs se podria relacionar con el
incremento en el nimero de residuos hidrofobos como Leu y catidonicos como Arg (80). Arfa
et al (81), describieron que compuestos con logP >3 se relacionan con actividad antimicrobiana

mejorada en comparacion de aquellos que con logP <3.

Teniendo en cuenta la relevancia de la hidrofobicidad en la actividad antimicrobiana, se
identifico tedricamente la lipofilia de los péptidos quiméricos ramificados mediante la
plataforma ADMET]Iab. El valor de logP para la quimera (RRWQWR)KXRLLR es 3.18,
mientras que para (RRWQWR)KXRLLRRLLR) es -0.013. Los valores de hidrofobicidad y
la actividad antimicrobiana obtenida en este estudio, no concuerda con las caracteristicas
descritas con las reportadas con otras moléculas, lo cual sugiere que la hidrofobicidad no es un
factor determinante sobre el efecto antifungico de las quimeras ramificadas, asi mismo, pese a
que los dos péptidos poseen carga catidnica, no se encontrd variaciones significativas con
respecto a la carga neta que poseen las quimeras, ya que las cargas corresponden a 12.44 y
12.62 respectivamente y no es posible relacionar la diferencia en el efecto antifungico de cada

quimera ramificada con la carga debido a que sus valores son similares.

Es necesario analizar la actividad antifingica de los péptidos de manera multifactorial, es decir,
se debe abarcar simultdneamente multiples caracteristicas propias de cada péptido como lo son
estructura, repeticion de los motivos minimos, posicion de los aminodcidos, afipaticidad, entre
otros, con la finalidad de comprender claramente que factores se deben tener en cuenta para

potenciar la actividad antimicrobiana de los péptidos quiméricos ramificados.
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Por el lado de C. albicans 256 HUSI-PUJ, aunque posee resistencia a fluconazol, esta cepa
exhibe la misma susceptibilidad frente a los péptidos que C. albicans SC5314 que no es
resistente a FLC, lo cual sugiere que la actividad antifungica de ambas quimeras peptidicas no
se ve afectada por los mecanismos de resistencia que presentan las levaduras a dicho
antifungico. Esta particularidad es de gran relevancia, ya que estos péptidos podrian funcionar

dentro de la préctica clinica como posibles tratamientos contra levaduras resistentes a FLC.

Adicionalmente, en este trabajo se utilizaron quimeras compuestas de secuencias de dos PAMs
con mecanismos de accion diferente. Por un lado, se ha descrito que LfcinB actua directamente
permeabilizando los componentes de la superficie celular (64), por otro lado, BFII transloca los
acidos nucleicos inhibiendo procesos de replicacion del material genético y traduccion de
proteinas que conllevan a la muerte celular (70); otra razén que podria explicar el aumento de
la actividad antifingica de las quimera ramificadas estaria relacionado con la conjugacion de
ambos mecanismos de acciéon que posiblemente desarrollen dafios tanto en estructuras de la
superficie celular como intracitoplasmaticas (82). Sin embargo, es necesario realizar mas

ensayos para determinar los blancos a los cuales se dirigen dichos péptidos.

Por tltimo, otra caracteristica relevante que se ha descrito al generar quimeras con péptidos que
poseen mecanismos de accion diferente, es la baja probabilidad de inducir resistencia a estas
moléculas, asociado a la dificultad de la célula por adaptase a las multiples perturbaciones

recibidas (83).

Asi entonces, ambas quimeras ramificadas exhibieron mayor actividad que sus secuencias
originales, frente a las dos cepas de C. albicans sensible y resistente a FLC, evaluadas en este
estudio lo que sugiere que la sintesis de quimeras peptidicas y su ramificacidon es una estrategia
que potencia la actividad antifungica y ademas que estas moléculas pueden ser promisorias para

el su uso terapéutico en infecciones ocasionadas por esta especie de levadura.

6.2 Etapa 2: Cinética de actividad de péptidos quiméricos ramificados

Se realizaron curvas de letalidad para observar la relacion tiempo-efecto que presentan ambas

cepas de C. albicans en respuesta al co-cultivo con Los péptidos quiméricos ramificados.

En el caso de C. albicans SC5314 se obtuvo efecto fungicida cuando estuvo en contacto con
concentraciones de 2XCMI (200pug/mL(74uM)) del péptido (RRWQWR)KXRLLR durante
48h de incubacion, la concentracion de la CMI ((100 pg/mL(37uM)) logr6d inhibir el
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crecimiento de la levadura hasta la hora 23, aproximadamente. Pasadas las 48h se observa una
reduccién cercana al 40% del crecimiento de la levadura cuando se expone a una concentracion
de 50 pg/mL (18uM), mientras que a 25ug/mL (9uM) se inhibe el crecimiento en un 16%

comparado con el control de crecimiento (Figura 7).

(RRWQWR),KX

0.8 C .
€ — C.albicans SC5314
c
§ 0.6 — 200 mg/mL (73 pM)
< — 100 gg/mL (37uM)
% 0.4- — 50 pg/mL (18uM)
= — 25 pg/mL (9 pM)
(14
8 0.2+ FLC MIC
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0.0 1 T | | T 1

o
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16 24 32 40 48
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Figura 7. Curva de letalidad de C. albicans SC5314 cultivada con la quimera ramificada
(RRWQWR),KXRLLR, la linea negra hace referencia al control de crecimiento de C. albicans SC5314
sin tratamiento, la linea naranja (200 pug/mL), azul oscuro (100 pg/mL), verde (50 ug/mL) y morado (25
pg/mL), corresponden a las distintas concentraciones del péptido, la linea azul claro es el control de

fluconazol a la CMI (1 pg/mL), y la linea roja corresponde al control de esterilidad de la técnica.

Para el caso de C. albicans 256 HUSI-PUJ se genero efecto fungicida a las 48 h de incubacion
cuando se utilizaron concentraciones de 200 pg/mL (73uM) y 100 pg/mL (37uM) del péptido
(RRWQWR),KXRLLR, lo anterior se relaciona con la CMI/CMF obtenidas en los ensayos
anteriores en los cuales se identifica efecto fungicida a 100 y 200 pg/mL. Adicionalmente, con
concentraciones por debajo de la CMI el crecimiento de la levadura se reduce en

aproximadamente 21% a 50ug/mL (18uM) (Figura 8).
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Figura 8. Curva de letalidad de C. albicans 256 HUSI-PUJ cultivada con la quimera ramificada
(RRWQWR),KXRLLR, la linea negra hace referencia al control de crecimiento de C. albicans 256
HUSI-PUIJ sin tratamiento, la linea naranja (200 ug/mL), azul oscuro (100 pg/mL), verde (50 pg/mL) y
morado (25 pg/mL), corresponden a las distintas concentraciones del péptido, la linea azul claro es el
control de fluconazol a la CMI (64 pug/mL), y la linea roja corresponde al control de esterilidad de la

técnica.

El péptido (RRWQWR)KXRLLRRLLR expone actividad fungicida en las concentraciones
entre 200pg/mL(60uM) y 50pug/mL(15uM) sobre C. albicans SC5314, esto contrasta con los
resultados de la CMI/CMF, lo anterior sugiere mejor actividad sobre C. albicans SC5314 en
comparacion de la quimera (RRWQWR)KXRLLR que mostrd un efecto fungistatico hasta la
hora 23 a 100pg/mL(37uM). La concentracion de 25pug/mL(8uM) muestra una inhibicion del
crecimiento de la levadura de aproximadamente 35% en comparacion del control de

crecimiento pasada las 48 horas (Figura 9).
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Figura 9. Curva de letalidad de C. albicans SC5314 cultivada con la quimera ramificada
(RRWQWR),KXRLLRRLLR. La linea negra hace referencia al control de crecimiento de C. SC5315,
sin tratamiento, la linea naranja (200 pg/mL), azul oscuro (100 pg/mL), verde (50 pg/mL) y morado (25
pg/mL), corresponden a las distintas concentraciones del péptido, la linea azul claro es el control de

fluconazol a la CMI (1pg/mL), y la linea roja corresponde al control de esterilidad de la técnica.

Se obtiene efecto fungicida sobre C. albicans 256 HUSI-PUJ cuando se cultivo junto con el
péptido (RRWQWR)KXRLLRRLLR a concentraciones entre 200 pg/mL (60 pM) y 50
pg/mL(15uM), mientras que a 25 pg/mL(8uM) mostrd efecto fungistatico hasta la hora 18

aproximadamente, es decir su efecto fue fungistatico a esta concentracion (figura 10).
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Figura 10. Curva de letalidad de C. albicans 256 HUSI-PUJ cultivada con la quimera ramificada
(RRWQWR),KXRLLRRLLR. La linea negra hace referencia al control de crecimiento de C.albicans
256 HUSI-PUJ, las lineas naranja (200 pg/mL), azul oscuro (100 pg/mL), verde (50 pg/mL) y morado
(25 ng/mL), corresponden a las distintas concentraciones del péptido, la linea azul claro es el control de

fluconazol a la CMI (64 ng/mL), y la linea roja corresponde al control de esterilidad de la técnica.

En la tabla 4 se observa las concentraciones necesarias para alcanzar efecto fungistatico o
fungicida de los péptidos quiméricos ramificados, asi mismo, se aprecia que el péptido
(RRWQWR),KXRLLRRLLR requiere de concentraciones mas bajas para eliminar o inhibir el
crecimiento de las dos cepas de C. albicans 256 HUSI-PUJ

CMI pg/mL Efecto pg/mL(uM)
Péptido C. albicans
(uM) Fungistatico | Fungicida
SC5314 100(37) 100 (37) 200 (74)
(RRWQWR),KXRLLR
256HUSI-PUJ 100(37) 50(19) 100 (37)
SC5314 50(15) 25 (8) 50 (15)
(RRWQWR),KXRLLRRLLR
256HUSI-PUJ 50(15) 25 (8) 50 (15)

Tabla 4. Actividad fungicida o fungistatica de las quimeras ramificadas sobre dos cepas de C. albicans.

Con los resultados obtenido tanto en la etapa 1 como en la 2, se logra observar que las quimeras
peptidicas exhiben una actividad tanto fungistatica como fungicida que se conservo en las 48 horas de

incubacion evaluadas.

6.3 Etapa 3: Efecto hemolitico de los péptidos quiméricos ramificados

El efecto hemolitico se determind al medir espectrofotométricamente la hemoglobina liberada
tras la ruptura de los globulos rojos posterior al contacto con distintas concentraciones de los
péptidos quiméricos ramificados. Este pardmetro se utiliza con la finalidad de establecer la

seguridad que poseen estas moléculas al momento de juntarse con los eritrocitos humanos (26).

Las concentraciones de los péptidos utilizados para este ensayo oscilaron entre 1.56 ng/mL y
200 pg/mL. El péptido (RRWQWR)KXRLLR en todas las concentraciones evaluadas no
presentd efecto hemolitico sobre los eritrocitos, incluso en las concentraciones donde se
presenta efecto fungicida (200 pg/mL), esto indica que este péptido no es toxico para los
glébulos rojos humanos. El péptido (RRWQWR),KXRLLRRLLR a 50pg/mL(15uM) muestra
hemolisis del 11.56%, la concentracion de 100 pg/mL (30uM) genera hemdlisis del 30.72% y
para 200 pg/mL (60uM) el efecto hemolitico equivale a 48.38%, cabe resaltar que a 50 pg/mL
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se logra obtener efecto fungicida sobre C. albicans y simultaneamente a esta concentracion

provoca 11.56% de hemolisis (Figura 11).

Actividad hemolitica: Quimeras ramificadas
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Figura 11. Porcentaje de hemolisis causados por las distintas concentraciones de los péptidos
quiméricos ramificados. Las barras en rojo muestran el porcentaje hemolitico del péptido
(RRWQWR),KXRLLR, las barras azules corresponden al péptido (RRWQWR),KXRLILRRLLR, la
barra negra es tween 20% utilizado como control positivo o de hemolisis total y la barra roja es el control

negativo que contiene solucion salina.

En contraste con otras quimeras peptidicas, Xi et al (26) demostraron que el hibrido LHP7
(LfcinB — plectasina) mantuvo actividad hemolitica menor del 5% a medida que las
concentraciones del péptido aumentaban hasta 1000 pg/mL, indicando mejores resultados que
el péptido (RRWQWR)KXRLLRRLLR. La actividad hemolitica de quimeras lineales que
contienen los motivos minimos de LfcinB y BFII fueron evaluadas previamente dentro del
grupo de investigacion SAMP por Pineda (84), donde se demostr6 que a concentraciones entre
6.2 pg/mL y 200 pg/mL el péptido RRWQWR-Ahx-RLLR presenté de 3 a 2% de hemolisis y
para RRWQWR-Ahx-RLLRRLLR los valores corresponden del 5 al 9% , asi mismo el cambio
de lisinas por argininas en el péptido RRWQWR-Ahx-KLLKKLLK mantuvo la actividad
hemolitica de 2 al 9%; por su parte el palindrome BFII (32-35)pa RLLRRLLR, BFII (32-35)
RLLR y LfcinB(20-25) RRWQWR utilizados como controles, arrojaron porcentajes de
hemolisis de 63%, 2-1% y 1% respectivamente, en contraste, el péptido quimérico ramificado

(RRWQWR),KXRLLR en el presente estudio arrojé que a concentraciones de 200 pg/mL no
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presenta hemolisis, siendo el péptido que no lisa los globulos rojos comparado con las quimeras

lineales y los motivos minimos evaluados por separados (Tabla 5).

CMI pg/mL (uM)
Péptido % Hemolisis C. albicans C. albicans 256
SC5314 HUSI-PUJ
(RRWQWR),KXRLLR 0 100 (37) 100 (37)
(RRWQWR),KXRLLRRLLR 12 50 (15) 50 (15)
RRWQWR* 1 200(203) 200(203)
RLLRRLLR* 2-1 >200(>183) >200(>183)
RLLR* 63 ND ND
RRWQWR-ahx-RLLR* 3-2 200 (122) 200 (122)

ND: No determinado

Valores de absorbancia e imagenes de la actividad hemolitica en el Anexo 2

Tabla 5. Porcentajes de hemolisis con respecto a los valores obtenidos de la CMI en C.albicans SC5314
y 256 HUSI-PUJ de péptidos quiméricos ramificados, lineales y los motivos minimos evaluados
individualmente (34). En negritas corresponde a los péptidos evaluados en este estudio. *Péptidos

control, evaluados previamente en nuestro grupo (35).

Al contrastar los porcentajes de hemolisis y los valores de la CMI de los péptidos ramificados
con los motivos minimos determinados individualmente y la quimera lineal RRWQWR-ahx-
RLLR, se observa que ambas quimeras ramificadas lograron mantener porcentajes de hemolisis
similares a sus secuencias analogas lineales y motivos minimos, sin embargo, las quimeras de

este estudio presentaron mejor actividad antifungica en comparacion con los controles.

Vega-Chaparro SC et al (85) determinaron el efecto hemolitico de la ramificacion y la
polivalencia del motivo minimo de LfcinB, en este caso péptidos diméricos y palindrémicos a
base de esta secuencia no alcanzaron lisis del 50% (6 hemolisis 50%) de los eritrocitos
humanos, sin embargo, el péptido tetramérico ramificado expuso 49% de hemolisis a 100 pM,
mientras que el motivo minimo RRWQWR no mostré actividad hemolitica significativa (<7%)
a la misma concentracion, sugiriendo que el aumento de la polivalencia se relaciona con mayor
actividad hemolitico, no obstante el tetrdmero ramificado posee mejor actividad antibacteriana
comparado con el mondémero (85). Estos resultados son semejantes a los obtenidos en este

estudio debido a que (RRWQWR):KXRLILRRLLR que posee un dimero de BFII en el extremo
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C-terminal, en comparacion que (RRWQWR),KXRLLR lisa con mayor facilidad los globulos

rojos, pero tiene mejor actividad antifungica.

Determinar el efecto hemolitico de un medicamento corresponde a un abordaje inicial in vitro
de seguridad que una molécula presenta en el organismo, por lo tanto es importante resaltar que
el péptido (RRWQWR)KXRILLR no muestra actividad hemolitica incluso a concentraciones
superiores a la CMI/CMF en ambas cepas de C.albicans, considerando a este péptido como una
posible molécula promisoria para el tratamiento de candidiasis invasiva debido a que no
destruye los globulos rojos, sin embargo es necesario realizar mas estudios tanto in vitro como

in vivo para tener un panorama mas amplio acerca de seguridad.

6.4 Efecto combinado de los péptidos quiméricos ramificados mezclados con fluconazol.

El indice ICIF es la expresion matematica que representan el efecto de combinar agentes
antimicrobianos. El ensayo de titulacion de tablero de ajedrez da como resultado una serie de
ICIF, este valor se calcula reemplazando los valores de la CMI de cada una de las moléculas
evaluadas en la siguiente ecuacion ICIF= [(A) / (CMI a)] + [(B) / (CMI b)]. Los parametros
dentro de los cuales se determina el efecto obtenido son los siguientes: 1) indiferencia se expresa
cuando el resultado obtenido al juntar ambas moléculas, se limita a ser igual a la actividad del
agente de mayor actividad cuando actia independientemente, i1) adicion es el efecto que resulta
de la suma de las actividades de dos antimicrobianos que actian por separado, iii) antagonismo
es la relacion negativa en la que el efecto de la combinacion es significativamente menor que
el efecto de cada compuesto cuando actua por separado y iv) sinergia, que hace referencia a que

el efecto combinado excede la suma de las actividades individuales de los antimicrobianos (77).

a) b)
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KXRLLRRLLR KXRLLRRLLR
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v
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Figura 12. Representacion de la microplaca del ensayo titulacion en tablero de ajedrez. Laimagenay
b corresponden a la combinacion de las distintas concentraciones del péptido
(RRWQWR),KXRLLRRLLR junto con fluconazol (FLC) en C. albicans SC5314 y 256
respectivamente. La imagen c¢ y d representa el péptido (RRWQWR),KXRILLR junto con fluconazol
(FLC) en C. albicans SC5314 y 256 respectivamente. Las casillas de color rojo claro hacen referencia
a los pozos donde hay un crecimiento <50%, las casillas en rojo oscuro son aquellas donde hay un
desarrollo similar al del control de crecimiento, y la casilla verde corresponde al mayor efecto que se

obtuvo al mezclar ambos tratamientos. Valores de absorbancia de cada pozo se observa en el Anexo 3.

Teniendo en cuenta los desafios y limitaciones que presentan los antifungicos convencionales,
un enfoque alterno y prometedor es mejorar o potenciar la actividad de estos medicamentos al
combinarlos con otros agentes antimicrobianos, en este caso moléculas de cardcter peptidico
(PAMs). Mezclar agentes antimicoticos puede aumentar la eficacia, reducir la dosis terapéutica,

y al actuar sobre multiples blancos celulares, se puede evitar el desarrollo de resistencia

(86),(28).

Como se observa en la tabla 6, la quimera (RRWQWR),KXRLLRRILLR es el péptido con
mayor actividad anti-Candida. La combinacién de esta quimera ramificada junto con FLC,
evidenci6 efecto sinérgico cuando se mezcla concentraciones de 50 pg/mL del péptido y 0.125
png/mL para FLC, arrojando como valor ICIF= 0.5 en C. albicans SC5314, también se observa
reduccion de dos y cuatro veces la CMI respectivamente. En C. albicans 256 HUSI/PUJ se
observa efecto aditivo cuando se combinan las dos moléculas a concentraciones Sub-CMI. Este

ultimo resultado estd acorde con el obtenido previamente con el péptido lineal KKWQWK-
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Ahx-RLLRRLLR al cual se le sustituy6 las Arg por Lys que registra aditividad al co-cultivarse
con las mismas concentraciones de FLC junto C.albicans SC5314 y 256 HUSI-PUJ (35), sin
embargo, la quimera (RRWQWR),KXRLILRRLLR en el presente estudio logré obtener

relacion se sinergia de la quimera ramificada en la cepa de referencia.

El péptido (RRWQWR),KXRILILR mostro el mismo efecto que la quimera mencionada
anteriormente sobre C. albicans SC5314, ya que exhibio sinergia en esta cepa, sin embargo, la

combinacion de la quimera ramificada en C.albicans HUSI-PUJ 256 se present6 indiferencia.

Resultados sinergia

Cepa Péptido CMI, CMI, A B ICIF CMI/A

KKWQWK-—Ahx 50 1 05 25 1.0-15 2
—RLLRRLLR*

C.albicans (RRWQWRYK | 200 05 25 0.125 0.38 8

SC5314 XRLLR
(RRWQWRYK | 100 05 25 0.125 0.5 4
XRLLRRLLR
KKWQWK-—Ahx 50 64 25 32 0.6-1.0 2
—RLLRRLLR*

C.albicans 256
RRWQWR):K 100 32 50 32 15 2

HUSI/PUJ RVQWER):
(RRWQWR):K 50 32 25 16 1 2
XRLLRRLLR

Tabla 6. Efecto al combinar los péptidos quiméricos ramificados con fluconazol sobre las cepas de
C.albicans SC5314 y 256 HUSI/PUJ. CMI, y CMI, corresponde a la CMI (ug/Ml) del péptido quimérico
ramificado y fluconazol respectivamente, A y B son los valores de CMI al combinar los péptidos y el
fluconazol. Indice de concentracién minima fraccional (ICIF) y la CMI/A, representa la diferencia al
evaluar los péptidos individualmente y en combinacion con fluconazol * Péptido control, evaluados

previamente en nuestro grupo (35).

Al identificar efecto sinérgico entre los péptidos quiméricos ramificados junto con fluconazol, se
potencia considerablemente la actividad anti-Candida para ambas moléculas, demostrando que se
necesitan concentraciones mas bajas tanto del péptido como del fluconazol para eliminar o inhibir el
crecimiento de las dos cepas fungicas comparado cuando se determina su actividad individualmente.
Esta caracteristica manifiesta que se podria utilizar la anterior interaccion como posible terapia

combinada para C. albicans.
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7. CONCLUSIONES

Las cepas de C. albicans SC5314 y 256 HUSI-PUJ sensible y resistente a fluconazol
respectivamente, muestran la misma susceptibilidad frente a cada uno de las quimeras
ramificadas, esto evidencia que la actividad antifiingica de los péptidos evaluados no se afecta

por los mecanismos de resistencia a los antifungicos convencionales.

Los péptidos quiméricos ramificados presentan mayor actividad antifingica comparado con
péptidos quiméricos lineales y los motivos minimos de LfcinB y BFII cuando se evaltian por
separado, siendo la ramificacion y la polivalencia factores que pueden potenciar la actividad

antifungica de PAMs.

Se identifico un efecto fungicida y fungistatico para ambas quimeras evaluadas a
concentraciones de 50 pg/mL (15uM) para (RRWQWR)KXRLLRRLLR, y (100pg/mL
(37uM)) para.(RRWQWR),KXRLLR.

No se exhibid actividad hemolitica para el péptido (RRWQWR),KXRLLR incluso a
concentraciones por encima de la CMI, de la misma manera, se logré6 mantener la actividad
antifingica de las quimeras peptidicas en comparacion con las secuencias lineales anédlogas y

los motivos evaluados por separado.

Se observo relacion de sinergia cuando se evaluaron ambos péptidos quiméricos ramificados
en combinacion con fluconazol en C. albicans SC5314, disminuyendo dos veces la CMI para
los péptidos y cuatro veces para el fluconazol, esta caracteristica hace que se pueda potenciar
la actividad antifiingica de ambas moléculas, siendo importante este resultado para el uso de

terapias combinadas.

Se presento efecto aditivo al momento de combinar el péptido (RRWQWR),KXRLLRRLLR
con fluconazol e indiferencia cuando se evalu6 (RRWQWR)KXRLLR con el mismo

antiftingico en la cepa C. albicans 256 HUSI-PUI.
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Anexos.

Anexo 1. CMI y CMF.

Valores de absorbancia obtenidas a una longitud de onda de 595 nm. En verde se observa el
valor de la CML.

a. C.albicans SC5314

(RRWQWR),KXRLLR
Inéculo 0.5 — 2.5x 103 UFC/mL
Péptido 200 100 50 25 12.5 6.25 C+ C- CT CC
(ug/mL)
Rep 1 0.049 0.274 0.207 0.222 0.201 0.083 0.200 | 0.096 | 0.169
Rep 2 0.046 0.254 0.274 0.187 0.254 0.067 | 0.184 | 0.076 | 0.160
Rep 3 0.052 0.291 0.268 0.228 0.226 0.115 0.254 | 0.050 | 0.170
(RRWQWR),KXRLLRRLLR
Inéculo 0.5 — 2.5x 103 UFC/mL
Rep 1 0.201 0.059 0.241 0.201 0.126 0.083 0.200 0.096 0.169
Rep 2 0.067 0.055 0.256 0.211 0.225 0.067 0.184 0.076 0.160
Rep 3 0.054 0.05 0.267 0.234 0.16 0.115 0.254 0.050 0.170
b. C.albicans PUJ256
(RRWQWR),KXRLLR
Inéculo 0.5 — 2.5x 103 UFC/mL
Péptido 200 100 50 25 12.5 6.25 C+ C- CT CC
(ug/mL)
Rep 1 0,057 0,211 0,241 0,225 0,266 0.096 | 0.306 | 0.096 | 0.306
Rep 2 0.052 0.252 0.225 0.231 0.271 0.076 | 0.288 0.076 | 0.288
Rep 3 0.054 0.246 0.23 0.245 0.275 0.175 0.308 0.050 | 0.309
(RRWQWR),KXRLLRRLLR
Inéculo 0.5 — 2.5x 103 UFC/mL
Rep 1 0.06 0.05 0.24 0.266 0.302 0.096 | 0.306 | 0.096 | 0.306
Rep 2 0.057 0.05 0.229 0.278 0.29 0.076 | 0.288 0.076 | 0.288
Rep 3 0.054 0.05 0.234 0.276 0.312 0.175 0.308 0.050 | 0.309
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(RRWQWR)KXRLLR  (RRWQWR):KXRLLRRLLR

200 ug/mL )
100 pg/mL |
50 ug/mL
25 ug/mL

12,5 1g/mL [

Distribucion de la placa multipozo para el ensayo de microdilucion en caldo, los cuadros color
verde hacen referencia a C.albicans 256 HUSI-PUJ, en azul a C.albicans SC5314 y en rojo la
CMI para cada uno de los péptidos.

CMF de (RRWQWR)2KXRLLR
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CMF de (RRWQWR)2KXRLLRRLLR

Placas de agar sabouraud distribuidas para determiner CMF

Anexo 2. Actividad hemolitica.

Valores de absorbancia obtenidas a una longitud de onda de 450 nm.

(RRWQWR)2KXRLLR (RRWQWR),KXRLLRRLLR
Péptido Rep 1 Rep 2 Rep3 Repl Rep 2 Rep 3
(ug/mL)
200 0,052 0,06 0,045 0,523 0,618 0,514
100 0,045 0,048 0,045 0,347 0,381 0,368
50 0,053 0,052 0,049 0,147 0,181 0,162
25 0,04 0,04 0,042 0,086 0,117 0,108
12.5 0,043 0,043 0,041 0,045 0,088 0,054
6.25 0,04 0,042 0,041 0,04 0,066 0,045
3.12 0,042 0,05 0,045 0,042 0,05 0,041
1.26 0,046 0,063 0,044 0,051 0,044 0,043
Twen 20 1,031 1,097 1,16 1,031 1,097 1,16
Solucion
Salina 0,039 0,037 0,048 0,039 0,037 0,048
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Sobrenadantes de la solucion de
glébulos rojos con los péptidos

Sobrenadantes de la solucion de globulos

rojos con las quimeras peptidicas

ramificadas posterior a la incubacion.

| (RRWQWR)2KXRLIR | | (RRWQWR)2KXRLLRRLLR

200
100
50
25
12,5
6,25
3,12
1,56

Péptido pg/mL

Anexo 3. Titulacion en tablero de ajedrez

Valores de absorbancia obtenidas a una longitud de onda de 595 nm. En rojo se hace referencia

a los valores de las concentraciones de los péptidos, en azul corresponde a los a las

concentraciones de fluconazol, en negro las absorbancias obtenidas de cada una de las

combinaciones y en verde se presenta el control de crecimiento. Las casillas amarillas indican

la CMI de cada una de las moléculas y en morado la CMI cuando se combinan.

a. C.albicans 256 HUSI-PUJ

2XCMI | 2XCMI+0.06 | 2XCMI+0.12 | 2XCMI+0.25 | 2XCMI+0.5 | 2XCMI+CMI | 2XCMI+2XCMI
o 0,058 0,046 0,062 0,053 0,058 0,062 0,061
— CMI CMI+0.06 CMI+0.12 CMI+0.25 CMI+0.5 CMI+CMI CMI+2XCMI
E 0,089 0,053 0,073 0,059 0,058 0,099 0,057
3 | 0.5CMI | 0.5CMI+0.06 | 0.5CMI+0.12 | 0.5CMI+0.25 | 0.5CMI+0.5 | 0.5CMI+CMI | 0.5CMI+2XCMI
é 0,317 0,285 0,257 0,109 0,057 0,055 0,052
§ 0.25 0.25+0.06 0.25+0.12 0.25+0.25 0.254+0.5 0.25+CMI 0.25+2XCMI
o | 0,321 0,303 0,274 0,248 0,173 0,056 0,056
§ 0.12 0.124+0.06 0.12+0.12 0.12+0.25 0.12+0.5 0.12+CMI 0.12+2XCMI
o |_0,327 0,306 0,294 0,255 0,129 0,085 0,067
=2 0.06 0.06+0.06 0.06+0.12 0.06+0.25 0.06+0.5 0.06+CMI 0.06+2XCMI
é 0,308 0,296 0,266 0,2 0,108 0,101 0,104
= CC 0.06 0.12 0.25 0.5 CMI 2XCMI

0,304 0,276 0,268 0,224 0,087 0,079 0,09
Fluconazol
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Absorbancias y distribucion de la placa al combinar del péptido (RRWQWR ) KXRLLRRLLR
junto con Fluconazol en C.albicans 256 HUSI-PUJ.

b. C.albicans SC5314.

2XCMI | 2XCMI+0.12 | 2XCMI+0.25 | 2XCMI+0.5 | 2XCMI+CMI | 2XCMI+2XCMI
0,07 0,062 0,057 0,057 0,057 0,055
CMI CMI+0.12 CMI+0.25 CMI+0.5 CMI+CMI CMI+2XCMI
,Qj 0,191 0,06 0,067 0,069 0,062 0,062
§ 0.5CMI | 0.5CMI+0.12 | 0.5CMI+0.25 | 0.5CMI+0.5 | 0.5CMI+CMI | 0.5CMI+2XCMI
é 0,189 0,07 0,07 0,081 0,073 0,072
A 0.25 0.25+0.12 0.25+0.25 0.25+0.5 0.25+CMI 0.25+2XCMI
§ 0,153 0,092 0,064 0,087 0,082 0,091
o 0.12 0.12+0.12 0.12+0.25 0.12+0.5 0.12+CMI 0.12+2XCMI
= 0,134 0,167 0,094 0,105 0,091 0,079
g 0.06 0.06+0.12 0.06+0.25 0.06+0.5 0.06+CMI 0.06+2XCMI
0,126 0,189 0,132 0,11 0,096 0,084
CC 0.12 0.25 0.5 CMI 2XCMI
0,117 0,211 0,154 0,105 0,093 0,093
Fluconazol
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Absorbancias y distribucion de la placa al combinar del péptido (RRWQWR),KXRILLR junto
con Fluconazol en C.albicans SC5314.

c. C.albicans 256 HUSI-PUJ.
2XCMI | 2XCMI+0.06 | 2XCMI+0.12 | 2XCMI+0.25 | 2XCMI+0.5 | 2XCMI+CMI | 2XCMI+2XCMI
0,048 0,052 0,056 0,049 0,049 0,047 0,046
CMI CMI+0.06 CMI+0.12 CMI+0.25 CMI+0.5 CMI+CMI CMI+2XCMI
‘f 0,086 0,065 0,057 0,203 0,072 0,099 0,054
gﬁ] 0.5CMI | 0.5CMI+0.06 | 0.5CMI+0.12 | 0.5CMI+0.25 [ 0.5CMI+0.5 | 0.5CMI+CMI | 0.5CMI+2XCMI
é 0,297 0,273 0,263 0,287 0,052 0,05 0,048
A 0.25 0.25+0.06 0.25+0.12 0.25+0.25 0.25+0.5 0.25+CMI 0.25+2XCMI
§ 0,273 0,294 0,285 0,246 0,212 0,048 0,053
o 0.12 0.12+0.06 0.12+0.12 0.12+0.25 0.12+0.5 0.12+CMI 0.124+2XCMI
= 0,327 0,319 0,277 0,246 0,225 0,053 0,06
é 0.06 0.06+0.06 0.06+0.12 0.06+0.25 0.06+0.5 0.06+CMI 0.06+2XCMI
0,316 0,296 0,274 0,257 0,196 0,06 0,056
CcC 0.06 0.12 0.25 0.5 CMI 2XCMI
0,359 0,336 0,323 0,259 0,17 0,061 0,045
Fluconazol
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Fluconazol

Absorbancias y distribucion de la placa al combinar del péptido (RRWQWR),KXRLLR junto

con Fluconazol en C.albicans 256 HUSI-PUJ .

d. C. albicans SC5314

2XCMI | 2XCMI+0.12 | 2XCMI+0.25 | 2XCMI+0.5 | 2XCMI+CMI | 2XCMI+2XCMI
0,054 0,049 0,047 0,051 0,047 0,048
f CMI CMI+0.12 CMI+0.25 CMI+0.5 CMI+CMI CMI+2XCMI
é 0,208 0,048 0,052 0,051 0,05 0,055
Fj 0.5CMI | 0.5CMI+0.12 | 0.5CMI+0.25 | 0.5CMI+0.5 | 0.5CMI+CMI | 0.5CMI+2XCMI
é 0,291 0,049 0,051 0,054 0,05 0,051
§ 0.25 0.25+0.12 0.25+0.25 0.25+0.5 0.25+CMI 0.25+2XCMI
| 0,224 0,157 0,075 0,072 0,061 0,065
§‘ 0.12 0.12+0.12 0.12+0.25 0.124+0.5 0.12+CMI 0.124+2XCMI
o | 0,183 0,21 0,17 0,125 0,089 0,083
= 0.06 0.06+0.12 0.06+0.25 0.06+0.5 0.06+CMI 0.06+2XCMI
é 0,172 0,169 0,162 0,133 0,112 0,105
CC 0.12 0.25 0.5 CMI 2XCMI
0,185 0,224 0,168 0,112 0,11 0,097
Fluconazol
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Absorbancias y distribucion de la placa al combinar del péptido (RRWQWR ) KXRLLRRLLR
junto con Fluconazol en C. albicans SC5314.
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