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Resumen- Abstrac:

El uso indiscriminado de antibidticos convencionales ha ocasionado que los
microorganismos desarrollen mecanismos de defensa, generando resistencia y
causando un gran problema de salud publica. En este trabajo, se evaluo la actividad
antibacteriana de once péptidos sintéticos derivados de Lactoferricina Bovina
(LfcinB) contra las cepas, E. coli ATCC 43827, P. aeruginosa ATCC 27853 y E.
faecalis ATCC 29212. Las moléculas evaluadas fueron péptidos lineales, diméricos
y tetraméricos que contienen las secuencias LfcinB (20-25): °RRWQWR?®, LfcinB
(20-30): 2RRWQWRMKKLG?®, LfcinB (20-25)pa: RWQWRWQWR vy [Alal9]-LfcinB
(17-31) Y"FKARRWQWRMKKLGA3!, Los péptidos: dimérico, LfcinB (20-30)2 y
tetraméricos, LfcinB (20-25)4 y LfcinB (20-30)s4 presentaron la mayor actividad
antibacteriana contra las cepas evaluadas. Los péptidos LfcinB (20-25)4y LfcinB
(20-30)4 presentaron actividad bactericida a las 48 horas y efecto sinérgico con
Ciprofloxacino o Vancomicina contra las cepas de, P. aeruginosa ATCC 27853y E.
faecalis ATCC 29212. Los resultados obtenidos sugieren que la polivalencia de las
secuencias derivadas de LfcinB que contienen el motivo RRWQWR, potencian la
actividad antibacteriana. La polivalencia de secuencias lineales con actividad
antibacteriana puede ser considerada como una estrategia novedosa Yy viable para
la obtencién de moléculas promisorias para el desarrollo de agentes terapéuticos
antibacterianos.

Palabras Clave: Lactoferricina bovina, péptidos sintéticos, polivalencia,
actividad antibacteriana.

Introduccién

La resistencia antimicrobiana (RA) se ha convertido en un problema de salud publica
a nivel mundial y ocurre principalmente por el uso indiscriminado de antibidticos [1].
Una forma novedosa y viable para mitigar esta grave situacion, es el uso de
Péptidos Antimicrobianos (PAMS) y entre ellos se encuentra a la LfcinB, un péptido
presente en los mamiferos que posee actividad antibacteriana contra bacterias
Gram positivas y Gram negativas [2-7]. En este trabajo se evalu6 la actividad
antibacteriana de péptidos monomeéricos, diméricos y tetraméricos que contienen
las secuencias RRWQWR, RRWQWRMKKLG, RWQWRWQWR y
FKARRWQWRMKKLGA, derivadas de LfcinB, frente a E. coli ATCC 43827,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 y Enterococcus faecalis ATCC 29212.

Contexto problémico

De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), la RA hace que un
microorganismo sea resistente a los medicamentos a los cuales anteriormente era
susceptible, esto, como consecuencia del uso indebido de farmacos en la
agricultura, en los animales de consumo y a la fragilidad de los programas de salud.



La RA afecta el ambito extrahospitalario, limita las opciones terapéuticas,
incrementa el tiempo de permanencia en los hospitales, aumenta el costo del
tratamiento, y en algunos casos causa la muerte [1,8].

En 2017 la OMS, emiti6 un informe de las bacterias para las cuales se necesita
urgentemente nuevos antibioticos debido al alto nidmero de casos de RA,
encabezan la lista Acinetobacter, Pseudomonas y varias Enterobacteriaceae
(incluyendo Klebsiella, Escherichia coli, Serratia y Proteus), seguido de
Enterococcus faecium y Staphylococcus aureus, entre otras [9] y en enero de 2018,
el nuevo Sistema Mundial de Vigilancia Antimicrobiana de la OMS (GLASS) revelo
la presencia generalizada de resistencia a los antibioticos en 500.000 personas con
sospecha de infecciones bacterianas en 22 paises (de altos y bajos ingresos).
Segun esta informacién las bacterias resistentes notificadas con mayor frecuencia
fueron E. coli, K. pneumoniae, S. aureus y Streptococcus pneumoniae, seguidas
de Salmonella spp, siendo los antibiéticos méas comprometidos penicilina y
ciprofloxacino [10].

El incremento de las infecciones causadas por patdgenos resistentes a farmacos
representa un desafio para las terapias antimicrobianas habituales, debido al
namero limitado de tratamientos, similitud en el espectro de actividad y mecanismo
de accién de los antibidticos [2]. En la actualidad se realizan esfuerzos para
identificar y/o desarrollar nuevos agentes terapéuticos que superen esta
problematica [11].

Justificacion

Los PAMSs, son oligopéptidos que hacen parte de la respuesta inmune innata, por lo
cual, desempefian un papel importante en la resolucién de la mayoria de las
infecciones causadas por virus, bacterias, parasitos y hongos [4, 12-13]. Presentan
mecanismos de accidbn que generan menos resistencia que los farmacos
convencionales, no producen reacciones adversas y son menos susceptibles a las
proteasas del hospedero [14-15]. Hasta la fecha, mas de 5.000 PAMs se han
sintetizado [16]. Debido a lo anterior, son una fuente para el desarrollo de nuevos
agentes terapéuticos.

La Lactoferricina (Lfcin) es un PAM que se genera por la hidrélisis de la Lactoferrina
(LF) por la pepsina gastrica [12-13], la Lfcin ha sido descrita en varios mamiferos,
como: humano, bovino, caprino, porcino, murino, entre otros, siendo la bovina
(LfcinB) (*"FKCRRWQWRMKKLGAPSITCVRRAF*) el péptido con mayor actividad
antimicrobiana. [7, 17-19]. Los péptidos sintéticos como farmacos presentan
ventajas, como inocuidad, certeza de la composicion de aminoacidos y permiten
versatilidad en la forma de administracidon posibilitando mayor cobertura [20].

En este trabajo se realizo la evaluacion antibacteriana de péptidos derivados de
LfcinB con diferentes arreglos estructurales y que contienen aminoacidos no
naturales. Se evaluaron dimeros y tetrameros de secuencias lineales que han
presentado actividad antibacteriana, con el fin de establecer si estas formas de
presentacion pueden potenciar la actividad antibacteriana e identificar si estos
péptidos pueden ser promisorios para el desarrollo de agentes terapéuticos.



Objetivo general

Evaluar la actividad antibacteriana, frente a bacterias Gram Positivas y Gram
Negativas, de péptidos sintéticos diméricos y tetraméricos, que contienen
secuencias derivadas de LfcinB.

Objetivos especificos

e Establecer la Concentracion Minima Inhibitoria y Concentracion Minima
Bactericida de los péptidos sintéticos derivados de LfcinB, en Escherichia coli
ATCC 43827 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 y Enterococcus
faecalis ATCC 29212.

e Analizar la curva de letalidad para las cepas ATCC con los péptidos con
menor Concentracion Minima Inhibitoria y Concentracion Minima Bactericida.

e Establecer el efecto sinérgico entre los péptidos con mayor actividad
antibacteriana en las cepas ATCC empleadas y antibiéticos.

Referentes Tedricos

En los afios 80 se inici6 el estudio de la actividad antimicrobiana de la LF,
atribuyendo como mecanismos de accion la (i) captura de hierro, privando de este
nutriente a las bacterias y (ii) perturbacién de la permeabilidad de la membrana
externa [3, 21-22]. Posteriormente con el estudio de la Lfcin, se evidencié que la
actividad se debe a la interaccion entre los residuos cationicos del péptido y
moléculas cargadas negativamente en la membrana citoplasmatica (como acido
teicoico y lipopolisacéaridos), lo cual afecta su integridad estructural [23-24].
Adicionalmente también se ha establecido que la LfcinB internaliza la célula e
interactta con el ADN [25].

Se ha evidenciado que LfcinB presenta mayor actividad que la proteina nativa,
obteniendo CMIs que van desde 0,007 mg/mL a >50 mg/mL con LFB y CMIs de 1,6
pg/mL y 0,8 pug/mL con LfcinB contra bacterias Gram positivas y Gram Negativas
[26-27]. También se ha reportado que péptidos cortos derivados de LfcinB, que
pueden o no tener modificaciones en su secuencia, exhiben aln mayor actividad
que LFB y LfcinB [28]. El grupo de investigacion, “Sintesis y Aplicacién de Moléculas
Peptidicas (SAMP)” ha disefiado y sintetizado péptidos cortos derivados de la
LfcinB, con el fin de identificar secuencias con mayor actividad que la LF y que la
LfcinB. En este contexto se han identificado algunas secuencias promisorias, como
los péptidos RWQWRWQWR, FKCRRWQWRMKKLGA y RRWQWRMKKLG, los
péptidos diméricos y tetraméricos que contienen el motivo °RRWQWR?3, entre
otros [16, 20,29]. Es importante resaltar que estos estudios mostraron que los
péptidos diméricos y tetraméricos que contienen el motivo °RRWQWR?
presentaron mayor actividad antibacteriana que la forma monomérica [16,29]. Este
estudio pretende evaluar si este comportamiento se presenta con otras secuencias
lineales derivadas de la LfcinB que han presentado actividad antibacteriana contra
cepas Gram positivas y Gram negativas. Por lo que se evaluaron péptidos lineales,
diméricos y tetraméricos derivados de las secuencias RWQWRWQWR,



FKCRRWQWRMKKLGA y RRWQWRMKKLG, contra cepas bacterianas Gram
positivas y Gram negativas.

Materiales

Agar Triptona de Soya (TSA), agar y caldo Mueller Hinton (MH), Caldo Infusién
Cerebro Corazon (BHI) y Agua peptonada, todos marca OXOID, Agua destilada
estéril, ciprofloxacino, vancomicina, asa curva metalica, cajas de Petri NEST, Placas
de Test 96 Pozos Fondo Plano, TC Estéril -NEST, Filtros Nylon Acrodisc 0,2 pm.

Métodos

Concentracion minima inhibitoria y Concentracion minima bactericida

Se realiz6 siguiendo el método de microdilucion en caldo (CLSI) [30]. En una caja
multipozos se adicionaron 90 pL de caldo MH y 90 uL del péptido (200-6,2 pg/mL).
Después, se agreg6 10 uL del inoculo bacteriano (5 x 10° UFC/mL) y se incub6 por
24 h a 37°C. Posteriormente para la CMB se sembr6 en agar MH las diluciones
donde no se presentoé crecimiento.

Curvas de letalidad

Se realizaron segun el protocolo CLSI, con algunas modificaciones [31]. En una caja
multipozos se agregaron 270 pL de solucion de péptido (0,5 CMI, CMI, 2 CMI y 4
CMI) en caldo MH. Luego se agregaron 30 pL del in6culo (5 x 10° UFC/mL). Las
muestras se incubaron por 48 h y la absorbancia se midié cada hora en un equipo
Bioscreen C a 600 nm.

Ensayo de sinergia

Se realiz6 de acuerdo con el método de ajedrez [32-33]. 25 uL de péptido y 25 L
de antibidtico fueron mezcladas (0; 0,06; 0,12; 0,25; 0,50; 1 y 2 veces la CMI), con
el inéculo (5 x 10° UFC/mL), luego se incubé a 37 °C durante 24 h. La interpretacion
se realizé con la siguiente formula: [(A)/CMI A] + [(P)/CMI P] = CIF A+ CIF P =
indice CIF.

Resultados
Concentracion minima inhibitoria y Concentracién minima bactericida

Tabla 1. CMIy CMB de los péptidos derivados de LfcinB contra las cepas ATCC

CMI/CMB pg/mL (uM)

Caédigo del péptido
E. coli ATCC 43827 P. aeruginosa ATCC 27853 E. faecalis ATCC 29212

LfcinB (20-25) 100(102)/200(203) 200(203)/>200(>203) >200(>203)/>200(>203)
LfcinB (20-25), 25(11)/200(91) 50(23)//200(91) 200(91)/>200(>91)
LfcinB (20-25), 25(5)/200(44) 50(11)/100(22) 200(44)/>200(>44)
LfcinB (20-25)pa 25(17)/100(67) 100(67)/200(135) 100(67)/100(67)
LfcinB (20-25)pa2 200(63)/>200(>63) 200(63)/>200(>63) 100(31)/>200(>63)

LfcinB (20-25)paia >200(>30)/>200(>30) >200(>30)/>200(>30) >200(>30)/>200(>30)




LfcinB (20-30) 100(65)/200(130) 200(130)/>200(>130) >200(>130)/>200(>130)

LfcinB (20-30)2 25(8)/50(15) 50(15)/100(30) 200(60)/200(60)
LfcinB (20-30)4 50(7)/100(15) 100(15)/200(30) 200(30)/200(30)
[Ala J-LfcinB (17-31)  200(102)/>200(>102) 200(102)/>200(>102) >200(>102)/>200(>102)
[Ala J-Licing (17-31), 50(12)/100(24) 200(48)/200(48) 200(48)/>200(>48)

En negrita se encuentran los péptidos que presentaron la mayor actividad
antibacteriana por familia contra cada cepa.
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Figura 1. Curva de letalidad: (A) Péptido LfcinB (20-25)4 contra P. aeruginosa ATCC 27853, (B)
péptido LfcinB (20-30)4 contra E. faecalis ATCC 29212

Efecto sinérgico



Tabla 2. Efecto sinérgico entre péptidos derivados de LfcinB y antibioticos

Bacteria CMIA CMIP A P FIC
Antibidtico - péptido pg/mL pg/mL  pg/mL  pg/mL  INDICE

P. aeruginosa ATCC 27853

Ciprofloxacino - LfcinB (20-25)4 0.4 100 0,02 3.1 0,09

E. faecalis ATCC 29212

Vancomicina - LfcinB (20-30)4 6.4 400 0.2 12,5 0,06

CMIA y CMIP: Concentracién Minima inhibitoria del antibiético y del péptido individualmente.
Ay P: Concentracion Minima inhibitoria del antibiotico y el péptido juntos.

Los resultados muestran que hay efecto sinérgico entre los péptidos tetraméricos
LfcinB (20-25)4 y LfcinB (20-30)4 con Ciprofloxacino y Vancomicina.

Discusion
Secuencias cortas derivadas de LfcinB se han evaluado en bacterias Gram
negativas y Gram positivas, como los péptidos LficnB (20-25)2, LfcinB (20-25)4,

LfcinB (20-25)pal, [Ala1g]-LfcinB (17-31) y [Ala19]-LfcinB (17-31)2,los tres primeros
han presentado alta actividad tanto en cepas ATCC como en aislados clinicos,
sugiriendo un alto potencial como farmacos [20, 34-36]. Los resultados obtenidos
para E. faecalis ATCC 29212 y P. aeruginosa ATCC 27853, coinciden con estos
estudios anteriores y ademas se corroboré que la polivalencia de la secuencia
RRWQWR, aumenté notablemente la actividad antibacteriana. Lo mismo ocurrio

con las familias de las secuencias, [Ala19]-LfcinB (17-31) y LfcinB (20-30). Es
importante resaltar que hasta el momento no hay reportes en la literatura de la
actividad antibacteriana de los péptidos diméricos y tetraméricos que contienen la
secuencia LfcinB (20-30). El incremento de la actividad antibacteriana observado
para las formas diméricas y tetraméricas est4 de acuerdo con el mecanismo de
accion propuesto para la LfcinB. El péptido monomérico que contiene la secuencia
palindromica LfcinB (20-25)pa, presentd mayor actividad antibacteriana que los
péptidos analogos diméricos y tetraméricos, lo que sugiere que para esta secuencia
el mecanismo de accion puede ser diferente.

Otro aporte de este estudio es que se evidencio, que los péptidos estudiados, tienen
mayor actividad para las cepas de E. coli sugiriendo que estos péptidos pueden ser
considerados para el desarrollo de agentes terapéuticos contra infecciones
causadas por E. coli.

El péptido LfcinB (20-25)4, presento inhibicion total del crecimiento de P. aeruginosa
ATCC 27853 durante 48h, a una concentracién de 100 pug/mL(22 uM), lo que esta
de acuerdo con el valor de la CMB obtenida por el método de microdilucién en caldo.
A las otras concentraciones evaluadas (50 pg/mL (11 pM) y 25 pg/mL (6 uM)) no se
presento inhibicion del crecimiento. El péptido LfcinB (20-30)4, present6 inhibicion



del crecimiento bacteriano en concentraciones entre 200 ug/mL (29 uM) (CMI) y 400
pg/mL (58 uM) y efecto bactericida a 800 pg/mL (116 pM) contra E. faecalis ATCC
29212.

La LF presenta actividad antibacteriana, pero estudios previos han evaluado esta
proteina en presencia de antibioticos, como Rifampicina y Gentamicina observando
efectos sinérgicos, donde se mejora la actividad antibacteriana hasta 16 veces. En
forma similar la LfcinB ha presentado sinergismo con Ciprofloxacino, Ceftazidime o
Gentamicina [37-38]. Los resultados de los ensayos de sinergia obtenidos estan en
concordancia con estos estudios. Esto podria deberse a que algunos PAMs inducen
perturbacion de la membrana y formacién de poros sobre la pared celular
bacteriana, lo cual facilitaria la entrada de los antibioticos a la célula [39]. Los
resultados indican que estos péptidos polivalentes derivados de LfcinB, podrian ser
usados para potenciar tratamientos con antibioticos convencionales, especialmente
en el caso de bacterias resistentes.

Conclusiones

La polivalencia increment6 la actividad antibacteriana en las secuencias
2PRRWQWR?®, 2RRWQWRMKKLG* y 1’FKARRWQWRMKKLGA?3?, observandose
la mayor actividad antibacteriana con los péptidos: dimérico, LfcinB (20-30)2 y
tetrameéricos, LfcinB (20-25)4y LfcinB (20-30)4 en las cepas E. coli ATCC 43827, P.
aeruginosa ATCC 27853 y E. faecalis ATCC 29212.

El péptido palindromico: RWQWRWQWR, exhibié mayor actividad antibacteriana
comparada con sus analogos dimérico y tetramérico, comportamiento contrario para
las otras secuencias evaluadas.

Los péptidos tetraméricos LfcinB (20-25)4 (contra P. aeruginosa ATCC 27853) y
LfcinB (20-30)4 (contra E. faecalis ATCC 29212) presentaron efecto bactericida a
las 48 horas.

Los péptidos LfcinB (20-25)4 (contra P. aeruginosa ATCC 27853) y LfcinB (20-30)4
(contra E. faecalis ATCC 29212) presentaron sinergismo en la actividad
antibacteriana con los antibiéticos ciprofloxacino y vancomicina lo que sugiere una
posible aplicacion terapéutica.

Este trabajo permitio identificar péptidos cortos monoméricos, diméricos y
tetraméricos, como posibles candidatos para futuros estudios con el fin de
desarrollar agentes terapéuticos contra infecciones bacterianas.
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