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Epidemiologia Candidiasis

EE.UU: Incidencia de C. albicans es responsable
candidemia de 0,96 casos por del 45 - 65% de candidiasis
1000 pacientes invasivas
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@

Chile: Incidencia de
candidemia de 0,33 casos por
1000 pacientes

Colombia: Incidencia de
candidemia de 1,18 casos por
1000 pacientes

Valencia A. Candidemia en Colombia. Biomédica. 2020;40(1):1-33.



Tratamiento candidiasis
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Péptidos antimicrobianos PAMs

|
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VENTAJAS DESVENTAJAS
Menor capacidad de inducir resistencia Facil degradacion
Efecto sinérgico con antifungicos Alta actividad hemolitica
Amplia variedad de mecanismos de Altos costos de produccion
accion

Mwangi J. Antimicrobial peptides: new hope in the war against multidrug resistance. 2019;40(6):488-505.



Péptidos quiméricos
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Lactoferricin

Péptidos quiméricos
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SINTESIS Y APLICACION DE MOLECULAS PEPTIDICAS
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Designing Chimeric Peptides: A Powerful Tool for Enhancing
Antibacterial Activity

Héctor Manuel Pineda-Castafeda,® Kevin Andrey Huertas-Ortiz,? Aura Lucia Leal-Castro,”
Yerly Vargas-Casanova,® Claudia Marcela Parra-Giraldo, Javier Eduardo Garcia-Castaneda,® and
Zuly Jenny Rivera-Monroy*?

Cdédigo Péptido Actividad antibacteriana (MIC, uM)
E.coli | E.coli @ P aeruginosa S. aureus E. faecalis AT
25922 | 11775 | 27853 25923 29213
QA2 RRWQWR-Ahx- RLLR | 15 31 31 122 >200 3-2
LfcinB (20-25) RRWQWR 200 200 200 >200 >200 1
BFII (32-35) RLLR >200 >200 >200 >200 >200 63
BFII (32-35)pal RLLRRLLR 91 183 183 >200 >200 2-1
7

Pineda-Castafieda HM, et al. Designing Chimeric Peptides: A Powerful Tool for Enhancing Antibacterial Activity.
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Péptidos quiméricos derivados de Lactoferricina Bovina y Buforina Il:

actividad antifingica contra cepas de referencia y aislamientos clinicos de

Candida spp

Katherine Natalia Aguirre Guataqui

Actividad antifungica

C. albicans | C. glabrata
Caodigo péptido Secuencia CMI ug/mL, (uM)
SC5314 256 2001 1875
QA1 RRWQWRRLLR 200(131) 100(66) 50(33) >200(>185)
QA2 RRWQWR-Ahx-RLLR 200(122) 200(122) 100(61) 200(122)
C. LfcinB RRWQWR 200(203) 200(203) 100(102) 200(203)
BFI RLLRRLLR >200(>183) >200(>183) >200(>183) >200(>183)

Negro: motivo minimo de LfcinB; azul: motivo minimo de BFIl. *Mayor actividad antifiungica

Aguirre KN. Péptidos quiméricos derivados de Lactoferricina Bovina y Buforina Il: actividad antifingica contra cepas de referencia y

aislamientos clinicos de Candida spp




Péptidos quiméricos
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Pregunta Problema g?%

cQué susceptibilidad muestran las
cepas de Candida albicans SC5314 y
PUJ/HUSI 256 en respuesta al
co-cultivo con diferentes péptidos
quimericos ramificados que
contienen secuencias de LfcinB y
BFII?
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Objetivos Especificos

1)

Determinar la
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ETAPA 1:
Actividad antifungica CMI y
CMF

ETAPA 2:
Cinética de actividad de
péptidos quiméricos

ETAPA 3:
Actividad hemolitica

Metodologi
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Ca. SC5314 - P007 - L10

— RPMI
— sCs314
— SC5314 (DMSO)
— 6,8/3932 pg/mL
— 34/1966 pgimL
— 1,7/983 pgimL
0,9/49.2 pg/mL
0,4/246 pg/mL
— 02/123 pgimL
— 0411/6,2 ugimL

ABSORBANCIA

100

%0 = (RRWQWR),KXRLLR
- 80 mm (RRWQWR),KXRLLRRLLR
2 70
2 6 mm Tween 20
E 50 W Sss
£ 40
® 30

20

10

0

1,563,126,2512,5 25 50 100 200
Concentracién pg/mL

13



Caracteristicas

Microorganismos
Cepa Cddigo Fuente Fenotipo Susceptibilidad CMI ug/mL
FLU CAS AMB
Candica albicans SC5314 Sangre 1 0,06 0,046

Candica albicans  PUJ/HUSI 256 Hisopado bucal - 0,06 0.5

FLU: Fluconazol CAS: Caspofungina AMB: Anfotericina CMI: Concentracion Minima Inhibitoria CMF: Concentracion Minima
Fungicida CMI: Concentracion Minima Inhibitoria Cuadro Verde Sensible Cuadro Rojo Resistente

14
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200 pg/mL
100 pg/mL
50 pg/mL
25 pg/mL

12,5 pg/mL

6,25 pug/mL

Microdilucidn en caldo

110 11 12
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Diluciones seriadas
de los péptidos

@ RPMI + levadura

RPMI + levadura
+ antifungico

16

M27-A3 Reference Method for Broth Dilution Antifungal Susceptibility Testing of Yeasts; Approved Standard-Third Edition, 2008



Resultado
QD1 QD2

(RRWQWR)2KXRLLR  (RRWQWR)2KXRLLRRLLR
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Resultado
QD1 QD2

(RRWQWR)2KXRLLR  (RRWQWR)2KXRLLRRLLR

Cepa (RRWQWR)2K (RRWQWR)2K
XRLLR XRLLRRLLR
C.albicans = CMI pg/mL (uM) CMI pg/mL (uM)
SC5314 100 (37) 50 (15)
PUJ/ HUSI 100 (37) 50 (15)
256
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Resultado

QD1 QD2
(RRWQWR)2KXRLLR (RRWQWR)2KXRLLRRLLR




Resultado

CMI pg/mL (uM)

CMF pg/mL (uM)

CMI pg/mL (uM)

CMF pg/mL (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)2KXRLLR 100 (37) 100 (37) 100 (37) 100 (37)
(QD1)
(RRWQWR)2KXRLLRRLLR 50 (15) 50 (15) 50 (15) 50 (15)
(QD2)

Tabla resumen de los valores de CMI y CMF en C.albicans SC5314 y PUJ 256

aislamientos clinicos de Candida spp

Aguirre KN. Péptidos quiméricos derivados de Lactoferricina Bovina y Buforina Il: actividad antifungica contra cepas de referencia y

19



ABSORBANCIA

Etapa

Ca. SC5314 - P007 - L10

TIEMPO

ABSORBANCIA

Ca. SC5314 - PO0O7 - L10

TIEMPO
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Curvas de letalidad
‘ | N
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M27-S4 Reference Method for Broth Dilution Antifungal Susceptibility Testing of Yeasts; Fourth Informational Supplement An informational supplement 21
for global application developed through the Clinical and Laboratory Standards Institute, 2012




Resultado
QD2
C.albicans SC5314 + (RRWQWR)2KXRLLRRLLR

0.8
E
§ 0.6 — C.albicans SC5314
<
S 0.4- — 25 pg/mL (8 uM)
5
14
§ 0.2+ — FLCMIC
< 0.0 RPMI, 200 pg/mL,100 pg/mL 50 pg/mL
VT rr T rrrrrrrrrt T
0 20 40
TIEMPO (h)
Péptido C. albicans CMI pg/mL (uM) Efecto pg/mL(uM)
Fungistatico Fungicida
(RRWQWR)2KXRLLR SC5314 100(37) 100 (37) 200 (74)
(QD1) 256 HUSI/PUJ 100(37) 50(19) 100 (37)
(RRWQWR)2KXRLLRRLLR | SC5314 50(15) 25 (8) 50 (15)
(QD2) 256 HUSI/PUJ 50(15) 25 (8) 50 (15)

Aguirre KN. Péptidos quiméricos derivados de Lactoferricina Bovina y Buforina Il: actividad antifingica contra cepas de referencia

y aislamientos clinicos de Candida spp

21






Etapa 3

Ensayo hemdlisis

Diluciones seriadas Solucién de globulos

de los péptidos rojos O+ a 2% Incubar por 2 horas

Solarte VA. A tetrameric peptide derived from bovine lactoferricin exhibits specific cytotoxic effects against oral squamous-cell 23
carcinoma cell lines. 2004



Resultado

Actividad hemolitica: Quimeras ramificadas

100-
90- m (RRWQWR),KXRLLR QD1
80+ m (RRWQWR),KXRLLRRLLR QD2
8 70-
2 60- Tween 20
‘Q
£ 50+ mm SS
T 40-
X 30+
20
10
0- (RRWQWR),KX RLLR 0 100 (37) 100 (37)
1,56 3,126,25 125 25 50 100 200 (RRWQWR),KXRLLRRLLR 12 50 (15) 50 (15)
c tracié ImL RRWQWR* 1 200(203) 200(203)
oncentracion kgim RLLRRLLR* 2-1 >200(>183) >200(>183)
RLLR* 63 |-
RRWQWR-ahx-RLLR* 3-2 200 (122) 200 (122)
Aguirre KN. Péptidos quiméricos derivados de Lactoferricina Bovina y Buforina Il: actividad antifingica contra cepas de referencia y 24

aislamientos clinicos de Candida spp



Resultado

Actividad hemolitica: Quimeras ramificadas

100-
90- m (RRWQWR),KXRLLR QD1
80+ m (RRWQWR),KXRLLRRLLR QD2
8 704
2 60- % Tween 20
‘Q
£ 50+ mm SS
T 40-
X 30+
20
10
0- (RRWQWR),KX RLLR 0 100 (37) 100 (37)
1,56 3,126,25 125 25 50 100 200 (RRWQWR),KXRLLRRLLR 12 50 (15) 50 (15)
c tracié ImL RRWQWR* 1 200(203) 200(203)
oncentracion kgim RLLRRLLR* 2-1 >200(>183) >200(>183)
RLLR* 63 |-
RRWQWR-ahx-RLLR* 3-2 200 (122) 200 (122)
Aguirre KN. Péptidos quiméricos derivados de Lactoferricina Bovina y Buforina Il: actividad antifingica contra cepas de referencia y 25

aislamientos clinicos de Candida spp



Diseno metodoldgico
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Ca. SC5314 - P007 - L10

—

T T
10 20 30 40
TIEMPO
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Diseno

Actividad hemolitica: Quimeras ramificadas

= (RRWQWR),KXRLLR
mm (RRWQWR,KXRLLRRLLR
I Tween20

s
|||
— ]

T T T
1,563,126,25 125 25 50 100 200

Concentracion pg/mL

Nt s Tl ol ; i), “"x‘ 2 a Ca. SC5314 - P007 - L10
L A
w2 e S 0.
b s OO

metodoldgico

.6

ABSORBANCIA

T
0 10 20 30 40 50
TIEMPO
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Diseno metodoldgico

pipt priapRgANL FS a Ca. SC5314 - P07 - L10 J
—4 L 0.6-
‘ 0]
— 1 - I ”
f i i p

T T
10 20 30 40 50
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12 3 456 7 8 9101112
Ar0C00000
= (RRWQWR),KXRLLR B.OOOO..

:T(RRWQZZ’RW“RR“ cQOO000 00 OXel6)]

Jron pQOO0O0®® 00O

- Se (0000000 000
c0000000
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Ensayo de tablero de ajedrez

Péptido

8 9 10 1812
2 X CMI

1 X CMI
0,5 X CMI
0,25 X CMI
0,12 X CMI
0,06 X CMI
0 X CMI

Q0O
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Fluconazol

Reference Method for Broth Dilution Antifungal Susceptibility Testing of Yeasts; Fourth Informational Supplement An informational supplement for
global application developed through the Clinical and Laboratory Standards Institute, 2012



Ensayo de tablero de ajedrez

et
" "

- INDICE DE CONCENTRACION
Péptido INHIBITORIA FRACCIONADA
123 A s SEe A 8 90 T2
2xem A@QOUOO0O000 ICIF= [(A) / (CMI a)] + [(B) / (CMI b
ixem B@OOOOO®@®
osxeM c@OO00 0@ ® 00 EFECTO VALOR ICIF
o2sxem DQO OO0 0 ® OO0 SINERGIA <05
oizxemt EQOQOQOO® @ OO0
oo6xcm  F O O O O O OG ANTAGONISMO >4
oxemm GOOOO0OO00O ADITIVO >0.5 - 1
HO®®EE®®E
INDIFERENCIA 1-4
Fluconazol
Reference Method for Broth Dilution Antifungal Susceptibility Testing of Yeasts; Fourth Informational Supplement An informational supplement for 28

global application developed through the Clinical and Laboratory Standards Institute, 2012



QD2

(RRWQWR)2KXRLLRRLLR

100 pg/mL «,_1" ’
50 pg/mL | IR

o © - N
== N

ol T T
S = Q «Q
= Q 3 3
3 3 -
-

Resultado

Fluconazol

C.albicans SC5314

CMI del Péptido 100 pg/mL (30uM)

----------- -25 pg/mlL (8 uM)

CMi de Fluconazol 0,5 pg/mL -----—-

----0,125 ng/mL

EFECTO VALOR ICIF
SINERGIA <05
Resultado 0,5

29



Resultado

Combinacién de antifungicos ug/mL

Péptido Cepa CMlap CMIFLc QD FLC 2FIC Efecto
(RRWQWR)2KXRLLR C.albicans 200 0,5 25 0,125 0,38 | Sinergia
(051) SC5314
FLC C.albicans 100 32 50 32 1,5 Indiferencia
256
(RRWQWR)2KXRLLRRLLR | C.albicans 100 0,5 25 0,125 0,5 | Sinergia
(QEZ) SC5314
FLC C.albicans 50 32 25 16 1 Aditividad
256
Aguirre KN. Péptidos quiméricos derivados de Lactoferricina Bovina y Buforina Il: actividad antifungica 30

contra cepas de referencia y aislamientos clinicos de Candida spp



QD1 Conclusiones QD2

(RRWQWR).KXRLLR (RRWQWR):KXRLLRRLLR

Las cepas de C. albicans
SC5314 y 256 HUSI-PUJ
muestran la misma
susceptibilidad frente a cada
una de las quimeras
ramificadas.
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Conclusiones

QD1

(RRWQWR).KXRLLR

El péptido QD2 requiere

concentraciones mas bajas para
alcanzar efecto fungicida en
comparacion que el péptido QD1

Las cepas de C. albicans
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una de las quimeras
ramificadas.

QD2

(RRWQWR):KXRLLRRLLR

31



QD1

(RRWQWR).KXRLLR

El péptido QD2 requiere

concentraciones mas bajas para
alcanzar efecto fungicida en
comparacion que el péptido QD1

Las cepas de C. albicans
SC5314 y 256 HUSI-PUJ
muestran la misma
susceptibilidad frente a cada
una de las quimeras
ramificadas.

@

Conclusiones QD2

(RRWQWR):KXRLLRRLLR

Se observa sinergia cuando se
combinaron los péptidos
quimeéricos ramificados junto
con fluconazol y C.albicans
SC5314
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QD1

(RRWQWR).KXRLLR

El péptido QD2 requiere

concentraciones mas bajas para
alcanzar efecto fungicida en
comparacion que el péptido QD1

Las cepas de C. albicans
SC5314 y 256 HUSI-PUJ
muestran la misma
susceptibilidad frente a cada
una de las quimeras
ramificadas.

$.

Conclusiones QD2

(RRWQWR):KXRLLRRLLR

El péptido QD1 no posee
actividad hemolitica hasta
concentraciones de 2XCMI.

Se observa sinergia cuando se
combinaron los péptidos
quimeéricos ramificados junto
con fluconazol y C.albicans
SC5314

31
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ESPECTROMETRIA DE MASAS
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Resultado

C.albicans SC5314 + RRWQWR)2KXRLLR

€ 087 — C.albicans SC5314 —
S 064 — Calbicans SC5314 +200 ug/mL Efecto fungistdtico a
< — C.albicans SC5314 + 100 ug/mL 100 pg/mL
% 0.4 C.albicans SC5314 + 50 pg/mL
&J — C.albicans SC5314 + 25 pg/mL
3 0.2 RPMI
@ . FLC2XMIC C.albicans 256 + (RRWQWR)2KXRLLR
0.0 T ™ __ FLCMIC 0.3-
0 2 40 — C.albicans 256

TIEMPO (h
(") — C.albicans 256 + 200 pg/mL

— C.albicans 256+ 100 pg/mL
C.albicans 256 + 50 pg/mL
— C.albicans 256 + 25 pg/mL

e
o
|

Inhibicion completa a

ABSORBANCIA 600nm
=
1

100 pg/mL 0.2- W
— FLC2XMIC
B — FLCMIC

TIEMPO (h)



Resultado

C.albicans SC5314 + (RRWQWR)2KXRLLRRLLR

o
o
I

E — C.albicans SC5314 RetrOSO en el
S 0.6 — 200 ug/mL (30.54 uM) o
2 100 ugimL (1527 pM) crecimiento a 25
% 0.4- 50 ug/mL (7.6 uM) ug/mL
& — 25 ugimL (3.8 uM)
§ 0.2 RPMI
< —— FLC 2XMIC _
0.0 _ rlemic C.albicans 256 + (RRWQWR)2KXRLLRRLLR
0
0.8+
TIEMPO (h) £ — C.albicans 256
S 06 — 200 ug/mL (30.54 pM)
g o.
< — 100 ug/mL (15.27 pM)
Inhibicion completa a % 0.4- 50 ug/mL (7.6 uM)
50 pyg/mL o — 25 ug/mlL (3.8 uM)
% 0.2 RPMI
< —— FLC 2XMIC
0.0 HAEAER ) ) 75 — FLCMIC

TIEMPO (h)



(RRWQWR)2KXRLLR

200 ug/m \\ §,

Fluconazol

Resultado

: . : = i _-m:;mes.,_:_ﬂ —;_‘Jaa“ = C.albicans 256
BB " - CMidel Péptido 100 ug/mL (37 pM)--
ST y @ — 50 ug/mL (19 uM)
\@e)ix) ) - - CMilde Fluconazol 32 pg/mL ======-=--
; \. v, (M) -32 ng/mL
« ‘ N ¥ )
\ c' EFECTO VALOR ICIF
© > S ? Q INDIFERENCIA 1-4
3 3 3 33
SR




(RRWQWR)2KXRLLR

R St -

200 pg/mL A \ )

100 pg/mL 51;_
50 ug/mL e

25 ug/mL g '
12,5 pg/mL g
6,25 ug/mL__ k¢

ey

' £
(/A ] 3 .
¥ 2 )
7 3 _ » X ) . |
. g e - ~all My
S L L o wN
= N U
o T T
Qe = 3 3
3 S F F
S =
[

Resultado

Fluconazol

C.albicans SC5314

CMI del Péptido 200 pg/mL (73 uM)
----------- -25 ng/mL (9 uM)
CMIl de Fluconazol 0,5 pg/mL =====-- -
--0,125 ng/mL

EFECTO VALOR ICIF
SINERGIA <05
Resultado 0,38




(RRWQWR):KXRLLRRLLR

==

- AT

100 pg/mL ,.’\ N
50 ug/mL 7‘ \
25 pg/mL ! ‘* {

T " - CMI del Péptido 50 ug/mL (15uM) -
12,5 ug/me Qe j& ,()()OO | - CMI del Péy oo oy x/miilp

i Fimmm,m.

Resultado

o

tyzmﬁs MA\IIE ’ 5 C_albicans 256

: ro 0)1’;\

P )OO

#

~

6,25 pg/mL_ 3 :,k'j‘f‘\‘!"‘\‘*‘ v

—_ W —_

S N
N QN
- T

- — —
Q Q@ g @ &
3 3 3 33
22333

i i

Fluconazol

\
N A ;

b ]

/

00 9‘ 3
0000 -  CMide Fluconazol 32 pg/mL ==-----

----16 ng/mL
EFECTO VALOR ICIF
ADITIVIDAD 05 -1
Resultado 1




Combinacidon de antifungicos

1 INDIFERENCIA
00
A T D
< 1.00
o
O 0.50 12
6 028
E 012 1/4
0.06
=
< om0
i
000 006 012 026 050 1.00 200
1/4 1/2 1 cMi
ANTIBIOTICO B
i — SINERGIA
B E
< 1 »
8 050
= 3 1/2
2 NS
2 o NN
NN\ - ] .
000006012 025 050 100 200
1/4 1/2 1 o
ANTIBIOTICO B
ANTAGONISMO
C 1 F
<
o
E 050 12
Q0 N
R \ s
Z o=~ N
L2 MIANNN on

0.00 0.06 0.12 0.25 0.50 1.00 2.00

Lizarazo, D. S. . INS (2019) ANTIBIOTICO B el i



Antecedentes

(RRWQWR)2 C. albicans SC5314

KXRLLRRLLR
100 pg/mL

50 yg/mL
25 yg/mL SINERGIA

12,5 ug/mL

FLC 0,125 0,25 1 ug/mL
pg/mL  pg/mL pg/mL
(RRWQWR) C. albicans SC5314
2KXRLLR
200 pg/mL
100 pg/mL
50 pug/mL
25 pg/mL SINERGIA
12,5 ug/mlL -
FLC 0,125 0,25 0.5 1 ug/mL

pg/mL  pg/mL pg/mL

2 Jug/mL

2 pg/mL

(RRWQWR)2 C. albicans 256
KXRLLRRLLR

100 pg/mL
50 pg/mL

25 ug/mL ADITVIDAD

-

FLC 4ug/mL 8 ug/mL 16 64 128
pg/mlL ug/mL pg/mL - pg/mL

(RRWQWR) C. albicans 256

2KXRLLR

200 pg/mL

100 pg/mL

50 pg/mL --- Indiferencia
o
2s0mt [
|

FLC 4 8 16 32 64 128
pg/mL  pg/mL pg/mL  pg/mL  pg/mL  pg/mL




