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Resumen

En los tltimos afios, el surgimiento de cepas patogenas resistentes a antibidticos —incluidos
los betalactamicos y las cefalosporinas de tercera generacidn, con reportes crecientes de
fallas incluso en tratamientos con cefalosporinas de cuarta y quinta generacion— ha
generado una gran preocupacion en salud publica a nivel nacional e internacional. En este
contexto, los péptidos catidonicos antimicrobianos se han planteado como alternativas
terapéuticas prometedoras debido a su papel en la respuesta inmune innata y a su mecanismo
de accion dirigido a la membrana, lo que dificulta que las bacterias desarrollen resistencia
frente a ellos.

En la literatura se reportd previamente un péptido antimicrobiano de amplio espectro —
denominado en este trabajo como péptido 43— con estructura de hélice a anfipatica. Sin
embargo, la presencia de ciertos residuos poco frecuentes en hélices sugeria la posibilidad
de estabilizar su conformacion y, de esta manera, potenciar su actividad. A partir de esta
secuencia, el Grupo de Investigacion de Hormonas y el Semillero de Bioquimica, Biofisica
y Biologia Molecular de la Universidad Nacional de Colombia disefiaron seis péptidos
analogos, los cuales fueron sintetizados en fase solida en la Universidad Pontificia Catolica
de Chile, purificados por HPLC y caracterizados mediante espectrometria de masas y
dicroismo circular.

La actividad antimicrobiana de los péptidos se evalud frente a bacterias incluidas en la lista
prioritaria de la Organizacion Mundial de la Salud. Se encontré que varias cepas fueron
sensibles, en particular al péptido 37, que presentd los valores mas bajos de I1Cso:
Enterococcus faecalis (10.39 uM), Staphylococcus aureus (8.29 uM, aunque esta ultima
especie fue mas sensible al péptido 38 con 7.49 uM), Pseudomonas aeruginosa (6.08 uM) y
Escherichia coli O157:H7 (9.75 uM), mientras que Klebsiella pneumoniae mostrd la mayor
resistencia (12.66 uM).

Los analisis fisicoquimicos indicaron que la actividad de los péptidos depende del entorno
y del medio en el que se encuentren, en relacion con sus cargas, el cardcter anfipatico y la
helicidad, lo que revela una clara afinidad por la membrana bacteriana y aporta informacion
sobre su posible mecanismo de accion. Asimismo, se confirmé su especificidad hacia
membranas bacterianas, ya que no inducen hemolisis significativa a las concentraciones
correspondientes a su ICso ni citotoxicidad en células humanas. Finalmente, se observo que
las modificaciones en la secuencia de aminodcidos influyeron en la actividad
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Resumen

antimicrobiana, aunque la mayor estabilizacion de la hélice a no se correlaciono
necesariamente con una mayor eficacia bioldgica.

En conjunto, estos resultados sugieren que los péptidos mas promisorios presentan un alto
potencial para su desarrollo como agentes terapéuticos, formulaciones tdpicas o
recubrimientos antimicrobianos, constituyéndose en candidatos seguros y eficaces frente a
bacterias multirresistentes.

Palabras clave: Péptidos catidnicos antimicrobianos, concentracion inhibitoria media-
maxima, bacterias, especificidad y sensibilidad, contenido helical.



Evaluation of the Antibacterial
Capacity of Cationic Amphipathic
Antimicrobial Peptides in Different

Pathogenic Bacteria and Their
Correlation with Helical Content

Abstract

In recent years, the emergence of pathogenic strains resistant to antibiotics—including -
lactams and third-generation cephalosporins, with increasing reports of treatment failures
even with fourth- and fifth-generation cephalosporins—has generated major public health
concerns at both national and international levels. In this context, cationic antimicrobial
peptides have been proposed as promising therapeutic alternatives due to their role in the
innate immune response and their membrane-targeting mechanism of action, which makes
it more difficult for bacteria to develop resistance against them.

Previous literature reported a broad-spectrum antimicrobial peptide—referred to in this
work as peptide 43—with an amphipathic a-helical structure. However, the presence of
certain residues that are uncommon in helices suggested the possibility of stabilizing its
conformation and thereby enhancing its activity. Based on this sequence, the Hormones
Research Group and the Biochemistry, Biophysics, and Molecular Biology Student
Research Team at the National University of Colombia designed six analog peptides. These
were synthesized via solid-phase peptide synthesis at the Pontifical Catholic University of
Chile, purified by HPLC, and characterized by mass spectrometry and circular dichroism.

The antimicrobial activity of these peptides was evaluated against bacteria included on the
World Health Organization’s priority pathogen list. Several strains were found to be
sensitive, particularly to peptide 37, which displayed the lowest ICso values: Enterococcus
faecalis (10.39 uM), Staphylococcus aureus (8.29 uM, although this species was even more
sensitive to peptide 38 with 7.49 uM), Pseudomonas aeruginosa (6.08 uM), and Escherichia



Abstract

coli O157:H7 (9.75 uM), whereas Klebsiella pneumoniae showed the greatest resistance
(12.66 uM).

Physicochemical analyses indicated that peptide activity depends on the surrounding
environment and medium, in association with their charge distribution, amphipathic
character, and helicity. These features demonstrate a clear affinity for bacterial membranes
and provide insight into their potential mechanism of action. Additionally, their specificity
toward bacterial membranes was confirmed, as they did not induce significant hemolysis at
their ICso concentrations nor cytotoxicity in human cells. Finally, modifications in amino
acid sequence were shown to influence antimicrobial activity; however, stabilization of the
a-helix did not necessarily correlate with increased biological efficacy.

Overall, these results suggest that the most promising peptides exhibit high potential for
development as therapeutic agents, topical formulations, or antimicrobial coatings,
representing safe and effective candidates against multidrug-resistant bacteria.

Keywords: Cationic antimicrobial peptides, median—maximum inhibitory concentration,
bacteria, specify and sensitivity, helical content.
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Introduccion

Las bacterias son organismos unicelulares procariotas ampliamente distribuidos en el
ambiente, algunas de las cuales incluyen cepas patdogenas responsables de infecciones en
humanos, animales y plantas. En las ultimas décadas se ha evidenciado un incremento
alarmante de la resistencia bacteriana a los antibioticos, impulsada por el uso inadecuado y
excesivo de estos farmacos, el acceso limitado a agua potable y saneamiento, las deficiencias
en medidas de prevencion y control de infecciones, y la reduccion en la inversion de la
industria farmacéutica en el desarrollo de nuevas moléculas desde comienzos del siglo XXI,
debido a los altos costos, el bajo retorno econdémico y las estrictas regulaciones.
Actualmente, gran parte de los avances en este campo dependen de pequefias empresas
biotecnoldgicas, que enfrentan desafios financieros y técnicos significativos (1).

La resistencia bacteriana se ha visto favorecida por multiples mecanismos, incluyendo la
produccidén de enzimas que inactivan a los antibidticos, mutaciones en los sitios diana,
alteraciones de la permeabilidad y la activacion de bombas de expulsion (1,2). Como
consecuencia, antibidticos de uso extendido, entre ellos los B-lactamicos y las cefalosporinas
de tercera generacion, han perdido eficacia, mientras que incluso terapias mas avanzadas —
de cuarta y quinta generacion— presentan fallas clinicas, incrementando la carga de
infecciones y la presion sobre los sistemas de salud (3).

Las cifras son preocupantes: en 2019, las infecciones resistentes a los antibioticos causaron
mas de siete millones de muertes, siendo la sepsis y la neumonia las mas dificiles de tratar

(4). En 2021, en Europa, las bacterias seleccionadas para este estudio representaron mas del
88% de los casos de infecciones reportadas: Escherichia coli (39,4%), Klebsiella
pneumoniae (11,9%), Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA, 22,1%),
Pseudomonas aeruginosa (6,1%) y Enterococcus faecalis con resistencia creciente a
vancomicina (5). La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) estima que cada afio mueren
alrededor de 700.000 personas por infecciones resistentes y que esta cifra podria ascender a
10 millones para 2050, con un impacto econdémico cercano a 100 billones de dolares,
afectando especialmente a los paises en desarrollo (6). En Colombia, esta situacion se agrava
por la fragmentacion del sistema de salud, el desigual acceso a tratamientos y las
limitaciones en la financiacion de la investigacion (7). Reportes recientes del Instituto
Nacional de Salud confirman la circulacion de cepas resistentes de E. coli, K. pneumoniae,

S. aureus, P. aeruginosa y E. faecalis, todas incluidas en la lista prioritaria de la OMS.
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Introduccidn

Frente a esta crisis, los péptidos antimicrobianos (AMPs) se perfilan como alternativas
prometedoras. A diferencia de los antibioticos tradicionales, presentan una gran diversidad
de mecanismos de accidon y menor propension a generar resistencia. En particular, los
péptidos catidonicos anfipaticos destacan por su capacidad de interactuar con las membranas
bacterianas y alterar su integridad estructural. La literatura reciente respalda este potencial:
Gomes et al. (2021) los consideran “una alternativa prometedora frente a las infecciones
multirresistentes” (8); Xuan et al. (2023) sefialan que “pueden combatir la resistencia
mediante diferentes mecanismos de accion sobre la membrana bacteriana” (9); y Tiwari et
al. (2023) los describen como “una herramienta valiosa para el desarrollo de nuevos
antibioticos” (10).

En este contexto, el Grupo de Investigacion en Hormonas (Universidad Nacional de
Colombia) en colaboracién con el Nucleo de Biotecnologia Curauma (PUCV, Chile), diseiio
y sintetizd péptidos derivados de una secuencia con actividad de amplio espectro,
modificados para favorecer la conformacion en hélice a con el fin de mejorar su estabilidad
y actividad antimicrobiana. El presente estudio evalua la actividad de estos péptidos frente
a bacterias Gram negativas y Gram positivas de relevancia clinica y epidemiologica,
analizando sus caracteristicas fisicoquimicas, posibles mecanismos de accion y
especificidad hacia membranas bacterianas. Con ello, se busca aportar evidencia al
desarrollo de nuevas moléculas seguras y eficaces que contribuyan a mitigar la crisis global
de resistencia antimicrobiana.
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Las infecciones bacterianas son la segunda mayor causa de muerte a nivel mundial. Se
estima que fueron responsables de aproximadamente uno de cada ocho fallecimientos en
2019, con una tasa de mortalidad de 7.7 millones de personas. Esta cifra supera la mortalidad
causada por el COVID 19, la cual alcanzo6 un histérico de 6.6 millones de muertes al cabo
de 3 afios de pandemia (4) Las muertes por edad atribuidas y asociadas con la resistencia
antimicrobiana ha aumentado significativamente desde el afio 1990 a cifras reportadas al
ano 2021 en la revista The Lancet, como se observa en la figura 1, en la que se aprecia un
aumento significativo de muertes en personas entre 50 y 90 afios y una disminucion
significativa en neonatos y bebés hasta 4 afios de edad, cifras que podrian verse afectadas a
futuro.

Afio Asociado Atribuible
3 1990 95 afios
I 2021 90-94 afios
85-89 anos
80-84 arios
75-79 afios
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35-39 afios
30-34 afios
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Figura 1. Muertes por edad atribuidas y asociadas con la resistencia antimicrobiana, desde 1990 a 2021. Tomado de:
Global burden of bacterial antimicrobial resistance 1990-2021: a systematic analysis with forecasts to 2050. Naghavi,
Mohsen et al. The Lancet, Volume 404, Issue 10459, 1199 — 1226.

27




Estado del arte

Las muertes ocasionadas por infecciones bacterianas representan el 13,6% de las muertes
globales, de las cuales un 56,2% estan relacionadas con la sepsis y el 43,8% son causadas
por infecciones asociadas a 33 bacterias patdgenas que han venido generando resistencia a
los antibidticos actuales. Entre las principales bacterias se encuentran Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Streptococcus pneumoniae, Klebsiella pneumoniae 'y
Pseudomonas aeruginosa. Resaltando que S. aureus es la bacteria responsable del mayor
namero de muertes en todo el mundo, con 1,1 millones de fallecimientos, afectando
principalmente a personas mayores de 15 afios. Le sigue E. coli con 950.000 muertes, S.
pneumoniae con 829.000, K. pneumoniae con 790.000 muertes, principalmente en neonatos
y niflos mayores de 5 afos, y P. aeruginosa, caus6 559.000 fallecimientos.
Demograficamente, las tasas de mortalidad han sido mas altas en paises de bajos ingresos
como Africa, Pakistan e Indonesia, y mucho mas bajas en paises de altos ingresos como
Europa, Paises Bajos y Estados Unidos como se observa en la figura 2. A nivel mundial, S.
aureus fue la principal causa de muerte en 135 paises, seguida de E. coli en 37 paises, S.
pneumoniae en 24 paises y K. pneumoniae en 4 paises (4).
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Figura 2. A) Estadisticas que relacionan el niimero global de muertes causada por patdogenos bacterianos y sindrome
infeccioso, B) Numero global de enfermedades provocadas por patdogeno. Se resalta que en la figura A y B, las bacterias
de interés en esta investigacion ocupan los primeros lugares. C) Mapa en donde se observa la tasa de mortalidad general
estandarizada por 100.000 habitantes para 33 patdogenos. Tomado y adaptado de:
https://www.thelancet.com/journals/lancet/article/PIIS0140-6736(22)02185-7/fulltext

En Latinoamérica, las infecciones bacterianas han provocado dos de cada cinco muertes
debido al incremento de la resistencia antimicrobiana (2). En Colombia, las infecciones
bacterianas causaron 4.700 muertes en el afio 2019, siendo la cuarta causa de muerte, cifra
superada por enfermedades cardiovasculares, cancer y violencia o suicidio (11). Teniendo
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en cuenta esto, es urgente fortalecer las estrategias de mitigacion y exploracion de nuevas
alternativas terapéuticas contra estas infecciones. En esta via el pais inicié esfuerzos de
mitigacion en el afio 2018, basado en un plan estratégico nacional de respuesta a la
resistencia de los antibioticos liderado por el Ministerio de Salud (Min Salud);
posteriormente en el afio 2022 el grupo de microbiologia del Instituto Nacional de Salud
(INS) propuso un protocolo de resistencia bacteriana a los antimicrobianos en el dmbito
hospitalario y otro de vigilancia de brotes de infecciones asociadas a la atencion de salud
(12). Sin embargo, la aplicacion ha sido lenta, generando una alerta por la rapida
diseminacion de microorganismos considerados una amenaza, ya que segun la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) podria acabar con siglos de avances médicos, y dificultar el
tratamiento de enfermedades como neumonia, tuberculosis, infecciones de vias urinarias,
entre otros. Esto en gran medida debido a los mecanismos de resistencia que se vuelven cada
vez mas novedosos y de las respuestas negativas a los antibioticos (1).

La OMS ha clasificado bacterias resistentes a los antibioticos segun su prioridad para el
desarrollo de nuevos medicamentos. Para el afio 2024 la lista fue actualizada, quedando asi
las bacterias de interés de este estudio: Pseudomona aeruginosa resistente a carbapenémicos
y Staphylococcus aureus resistente a la meticilina, Klebsiella pneumoniae resistente a
carbapenémicos y cefalosporinas de tercera generacion, Escherichia coli resistente a
cefalosporinas de tercera generacion de alta prioridad y Enterococos faecalis resistente a
carbapenémicos (1). Gracias a esta resistencia se ha generado un incremento en el nimero
de muertes desde hace décadas; las proyecciones indican que esta situacion se agravara
significativamente, estimandose que la resistencia antimicrobiana podria causar hasta 10
millones de muertes anuales para el afio 2050.La Figura 3 ilustra el aumento significativo
de las muertes relacionadas con la resistencia, desde 1990 hasta las proyecciones para 2050.
Las afectaciones varian notablemente por grupo de edad: se proyecta un aumento del 50%
en las muertes de personas mayores de 70 afios, y una disminucion del 30%en el grupo de
nifios entre 5 y 14 afios.
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Figura 3. Proyecciones de muertes por edad para el ailo 2050. Tomado de: https.//doi.org/10.1038/d41586-024-03033-w
/ Naghavi, M. et al. Lancet https://doi.org/10.1016/S0140-6736(24)01867-1 (2024).

La resistencia y en algunos casos la multirresistencia de las bacterias a muchos antibioticos,
ha restringido el acceso a opciones terapéuticas trayendo como consecuencia el aumento de
enfermedades, complicaciones y muertes. Esta resistencia se encuentra entre las 10
principales amenazas para la salud, representando una afectacion en el desarrollo
socioeconomico mundial (1). Ademas, que en las Gltimas décadas se ha reportado un bajo
desarrollo de nuevos antibioticos, impactando los sistemas de salud y generando un costo
considerable para las economias, tanto en investigacion como en la atencion de pacientes
con mayores requerimientos hospitalarios y un mayor riesgo en procedimientos quirirgicos
debido al peligro de infeccion, como cesareas, trasplantes de 6rganos y quimioterapias (1).

En los ultimos afios se han desarrollado varias moléculas con potente capacidad
antibacteriana, las cuales se encuentran en fase de investigacion preclinica y unos pocos en
aplicaciones clinicas. Por ejemplo, la molécula SCH-79797, capaz de eliminar bacterias
Gram negativas y Gram positivas a través de un mecanismo de accidon que ataca
simultaneamente el metabolismo del folato y la integridad de la membrana, superando los
tratamientos combinados en la eliminacion de S. aureus resistente a meticilina. Sobre la base
del nicleo de SCH-79797, desarrollaron un derivado, Irresistin-16 de mayor potencia que
trata de manera eficaz la infeccion por N. gonorrhoeae en ratones (13). Ademas, el uso de
la Inteligencia Artificial (IA) ha permitido acelerar el descubrimiento de nuevas moléculas
pequenas que presenten ciertas caracteristicas especificas de antibidticos (14). Un reciente
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avance en el cual emplearon estas herramientas descubrié nuevos candidatos de antibioticos,
que se espera tengan una alta capacidad de eliminar bacterias farmacorresistentes que matan
a miles de personas cada afio en todo el mundo. En este estudio, utilizaron una base de datos
de 12.076.365 compuestos, donde se calcularon las actividades antibidticas y los perfiles de
citotoxicidad en células humanas de 39.312 compuestos. De estos se encontraron 283 con
actividad antibidtica contra Staphylococcus aureus (15).

En este contexto, emergen los péptidos antimicrobianos (AMPs), componentes esenciales
de la inmunidad innata en humanos, animales y plantas (16), A diferencia de la mayoria de
los antibioticos convencionales, muestran una baja propension al desarrollo de resistencia
por parte de bacterias patogenas. Esto se debe a que los AMPs no se dirigen a receptores
moleculares especificos en la superficie microbiana —como ocurre con los antibidticos que
inhiben la sintesis de la pared celular, la sintesis proteica o modifican sitios diana—, sino
que adoptan estructuras helicoidales anfipaticas que les permiten interactuar directamente
con la membrana bacteriana y permeabilizarla con facilidad (17).

Los AMPs pueden presentar diferentes conformaciones, incluyendo a-hélices, hojas P,
regiones flexibles y estructuras mixtas (18). Aproximadamente el 50 % de los péptidos
antimicrobianos identificados corresponden a estructuras en a-hélice, caracterizadas por la
presencia de residuos estabilizantes como alanina, leucina, lisina y cisteina. Estas moléculas
pueden adoptar una a-hélice completamente definida o exhibir torsiones internas que alteran
parcialmente su configuracion (19).

Los péptidos antimicrobianos cationicos y anfipaticos son moléculas generalmente cortas,
compuestas por entre 15 y 45 aminodcidos, y poseen la ventaja de poder sintetizarse
quimicamente con relativa facilidad. Su carga positiva favorece la atraccion hacia las
superficies polianionicas de las paredes bacterianas, mientras que sus dominios hidrofobicos
e hidrofilicos facilitan la interaccion con la membrana celular, promoviendo la liberacion
del contenido intracelular y, en consecuencia, la lisis bacteriana (19,20).

La literatura también reporta que, tras atravesar la membrana, algunos AMPs pueden actuar
a nivel intracelular, uniéndose al ADN u otros componentes esenciales e interfiriendo con
funciones vitales de la bacteria (21). Adicionalmente, los péptidos con estructura de a-hélice
pueden inducir permeabilizacion mediante la formacion de canales o poros y, en algunos
casos, interactuar con proteinas de membrana alterando su funcion (22).

El modelo de accidn tipo “alfombra” propone que los AMPs se adhieren a la superficie de

la membrana hasta alcanzar una concentracion critica que compromete su integridad y causa
su colapso. Aunque persisten mecanismos por dilucidar, estas propiedades convierten a los
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AMPs en herramientas prometedoras para el desarrollo de nuevas moléculas
antimicrobianas con mayor potencia y accesibilidad economica (22).

Estos péptidos desempenan un papel fundamental como efectores de amplio espectro en la
defensa frente a bacterias, virus, hongos y parasitos, y ademas se les ha atribuido actividad
anticancerigena (20). Su baja toxicidad hacia células eucariotas los posiciona como
candidatos atractivos para el desarrollo de nuevas terapias antimicrobianas (21).

Hasta la fecha se han identificado mas de 3.000 AMPs provenientes de diversos organismos,
con multiples mecanismos de accion. Entre ellos destacan los péptidos cationicos y
anfipaticos de estructura a-helicoidal, algunos derivados de proteinas lacteas. Dichos
péptidos, obtenidos por hidrolisis de fracciones caseinicas de leche bovina, caprina y ovina
a pH 6.2 y 37 °C, han mostrado actividad inhibitoria frente a Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens y Pseudomonas fluorescens. En especial, los
fragmentos con peso molecular menor a 3 kDa demostraron efectos inhibitorios relevantes,
incluso en estudios que combinaron AMPs derivados de proteinas lacteas con extractos de
Salpichroa origanifolia (23).

Asimismo, se han desarrollado péptidos antimicrobianos sintéticos cationicos y anfipaticos
con estructura a-helicoidal compuestos por 26 aminoacidos, de los cuales seis son residuos
cargados positivamente localizados en la cara polar, mientras que el resto corresponden a
D-aminoacidos. Estos péptidos mostraron elevada especificidad hacia células procariotas en
comparacion con células eucariotas frente a siete cepas resistentes a antibidticos de ultima
generacion, como la colistina. Ademas, mantuvieron su actividad incluso en presencia de
suero humano y fueron clasificados como no téxicos mediante pruebas de hemdlisis con
eritrocitos humanos. Los resultados destacaron que tanto la ubicacién como el tipo de
residuos cargados positivamente en la cara hidrofilica del péptido son determinantes para
optimizar su efectividad terapéutica (24).

El Grupo de Investigacion en Bioquimica y Microbiologia de la Universidad Industrial de
Santander usando un algoritmo genético de una libreria de 100 péptidos, disefio 18 péptidos
cationicos antimicrobianos de los cuales se sintetizaron 4 péptidos de 17 aminoacidos; estos
péptidos presentan una estructura secundaria de hélice alfa y punto isoeléctrico entre 10 y
13. Los péptidos GIBIM-P5S9K y GIBIM-P5F8W mostraron la mejor actividad
antimicrobiana, donde GIBIM-P5F8W tuvo mayor sensibilidad frente a E. coli con una
concentracion minima inhibitoria de 99 de 0,5 uM y una concentracion minima bactericida
de 10 uM; mientras que la Pseudomona aeruginosa presentd mayor resistencia, con un MIC
mayor de 100 uM (25).
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En este estudio se empled la secuencia publicada del péptido GIBIM-P5F8W —denominado
en adelante como péptido 43—, el cual presenta una estructura en hélice a con estabilidad
limitada debido a la presencia de glicinas. Esta secuencia se tom6 como punto de partida
para el disefio de seis péptidos antimicrobianos analogos. Las modificaciones realizadas
consistieron en sustituciones racionales de ciertos aminoacidos con el objetivo de mejorar
la estabilidad helicoidal y, con ello, potenciar su actividad antibacteriana.

Las cepas seleccionadas para el analisis incluyeron bacterias Gram-negativas, como
Escherichia coli, asociada a infecciones gastrointestinales y urinarias; Pseudomonas
aeruginosa, relacionada con infecciones pulmonares y de tejidos blandos en personas
inmunocomprometidas; Klebsiella pneumoniae, agente frecuente de infecciones
respiratorias y nosocomiales; y bacterias Gram-positivas, como Staphylococcus aureus,
capaz de generar desde infecciones cutaneas hasta sepsis, y Enterococcus faecalis, vinculada
a infecciones intraabdominales y del tracto urinario (1,2).

Los péptidos andlogos empleados en este estudio fueron disefiados por el Grupo de
Investigacion en Hormonas (GIH) de la Universidad Nacional de Colombia (UNAL) y
sintetizados en colaboracion con el Nucleo Biotecnologia Curauma (NBC) de la Pontificia
Universidad Catolica de Valparaiso (PUCV), Chile, mediante sintesis en fase s6lida con
estrategia Fmoc (26). Se espera que una mayor estabilidad de la estructura helicoidal
favorezca una interaccion mas eficiente con las membranas bacterianas, incrementando su
eficacia como agentes antimicrobianos. En conjunto, este estudio tiene como proposito final
contribuir al desarrollo de péptidos con actividad frente a infecciones microbianas,
aportando alternativas que ayuden a mitigar la creciente resistencia bacteriana.
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3.1 Resistencia Antimicrobiana (RAM)

La RAM se refiere a la capacidad de diferentes microorganismos para resistir o evadir los
efectos de los medicamentos disefiados para eliminarlos, capacidad que compromete la
eficacia de los tratamientos y facilita la propagacion de enfermedades infecciosas resistentes

(1). Laresistencia antimicrobiana se ha venido desarrollando durante 1959, sin embargo, en
el afo 1945 Alexander Fleming alertaba sobre el inicio de un uso excesivo de farmacos y

que hoy en dia se cataloga como uno de los desafios mas significativos para la salud publica
global (27).

Fendémeno que se ha acelerado principalmente por el uso inadecuado y excesivo de
antibidticos e medicina humana y veterinaria, prescripcion inapropiada en el control de
infecciones, la presencia de antibidticos como suplementos para el crecimiento bovino y
prevencion de infecciones en la agricultura, el vertimiento de residuos industriales o
hospitalarios al medio ambiente y la falta de desarrollo de nuevos antibidticos la cual ha
venido disminuyendo hace 3 décadas por el abandono de muchos farmacéuticas para
elaborar medicamentos, debido a la poca atribucion econdmica, ya que son medicamentos
que se utilizan durante periodos cortos y son curativos a diferencia de los medicamentos que
se utilizan para enfermedades cronicas como la diabetes, el asma, entre otros que generan
altas rentabilidades; todo lo anterior ha favorecido la evolucion de bacterias resistentes de
cepas de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii y
Pseudomonas aeruginosa, la mayoria de estas objetivo principal del presente estudio que no
solo presentan resistencia si no multirresistencia a carbapenémicos y colistina, antibioticos
considerados de ultimo recurso (27). Segin la OMS, se estima que la RAM causara mas de
10 millones de muertes anuales para 2050 si no se implementan estrategias de contencion
efectivas (1).

Esta situacion no solo afecta los sistemas de salud en cuanto a un aumento en las tasas de
mortalidad, estancias hospitalarias prolongadas y mayores cuidados intensivos, sino que
también genera costos economicos significativos especialmente en paises de bajos ingresos,
los cuales enfrentan la mayor carga de infecciones resistentes con bajo rubro en inversion
para la investigacion y pérdidas econdmicas globales (2).
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Ademas de la transferencia horizontal de genes entre bacterias que pueden generarse o
adquirirse, las bacterias poseen multiples mecanismos de resistencia que tienen para resistir
los antimicrobianos, los principales se observan en la siguiente figura.
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Figura 4. Representacion esquematica de principales mecanismos de resistencia antimicrobiana en bacterias Gram
negativas y potencial accion de los péptidos antimicrobianos disefiados. Elaboracion propia mediante el uso de BioRender
y Chat GPT.

1. Inactivacion enzimatica: Las bacterias son capaces de producir enzimas que
degradan o modifican los antibidticos, como por ejemplo la produccion de
betalactamasas, capaces de degradar antibioticos de tipo betalactdmicos o como los
aminoglucésidos que acetilan, fosforilan a adenilan aminoglucésidos, reduciendo su
afinidad por los ribosomas.

2. Alteracion del sitio blanco: Modificaciones en la estructura de las proteinas diana
que impiden la unién efectiva de los antibidticos, como la mutacion en las PBP
(penicilinas de unidn a proteinas): evita la union de betalactamicos, la metilacion del
ARN 23S en el ribosoma 50s, y las mutaciones en girasa o topoisomerasa [V en
quinolonas.

3. Disminuciéon de la permeabilidad: Las bacterias pueden evitar la entrada del
antibiotico reduciendo la expresion de porinas o modificando su estructura,
particularmente comun en bacterias Gram negativas que poseen una membrana
externa semipermeable, como en K. pneumoniae que provoca la pérdida de la porina
OmpK35 reduciendo la entrada de carbapenémicos.

4. Eflujo activo: Activacion de bombas de eflujo que expulsan activamente el farmaco
fuera de la célula reduciendo su concentracion intracelular, estas bombas pueden ser
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especificas o multidrogas, como en E. coli el sistema AcrAB-TolC confiere
resistencia a tetraciclinas y quinolonas.

5. Formacioén de biopeliculas: La formacion de biopeliculas proporciona una barrera
fisica y bioquimica que protegen a las bacterias del ataque de agentes terapéuticos al
crear una matriz extracelular que limita la penetracion del antibidtico, generando
gradientes de oxigeno y pH que inactivan ciertos farmacos, favoreciendo un estado
metabolicamente inactivo (28).

La creciente prevalencia de estos mecanismos ha impulsado la busqueda de alternativas
terapéuticas no convencionales. En este contexto, y para evitar que muchos de los avances
se vean amenazados nuevamente, como sucedié en la década de 1950, emergen los péptidos
antimicrobianos surgen como moléculas promisorias por su capacidad para actuar sobre la
membrana bacteriana de manera inespecifica, lo que reduce la probabilidad de resistencia

(4.

3.2 Péptidos Antimicrobianos (AMPs)

Los péptidos antimicrobianos (AMPs) son moléculas naturales o sintéticas de bajo peso
molecular que representan una prometedora alternativa terapéutica. Estos péptidos,
corresponden a cadenas cortas de aminoacidos (10 a 50), unidos mediante enlace peptidico
que hacen parte del sistema de respuesta autoinmune de numerosos organismos como
bacterias, mamiferos y seres humanos, a los cuales le han atribuido ademas de actividad
antimicrobiana se les ha atribuido actividad antitumoral, antifungica, antivirales e incluso
han participado en el desarrollo de vacunas y uso terapéutico (29). Se destacan estructuras
en su mayoria de hélice alfa, seguido de lamina 3, mixto, bucle B, extendido, y ciclico como
se observa en la siguiente figura.
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A. a hélice

Figura 5. Estructuras representativas de las clases de péptidos antimicrobianos. Tomado y adaptado de:
http://riaa;uaem.mx/xmlui/bitstream/handle/20.500.12055/2949/0UGOMDO7 pdf?sequence

Su principal caracteristica es la capacidad de interactuar con las membranas microbianas
mediante mecanismos fisicos y electrostaticos, lo que les permite ejercer una accion rapida
y efectiva contra bacterias, hongos, virus e incluso pardsitos. La membrana bacteriana al
poseer una carga negativa por la presencia de lipopolisacaridos (LPS), acido fosfatidico en
bacterias Gram negativas y acido teicoico en Gram positivas, causando su desestabilizacion
y lisis celular (30).

Entre algunos de los péptidos antimicrobianos de origen natural listados en la tabla 1, se
encuentran AMPs enddgenos, entre los mas estudiados son la catelicidina LL-37 y las
defensinas del ser humano los cuales que poseen un amplio espectro de actividad
antimicrobiana como funciones inmunomoduladores (10), y otros péptidos de diferentes
origenes como se observan en la tabla 1. Estas moléculas naturales han servido como modelo
para el disefio racional de péptidos sintéticos con propiedades mejoradas en cuanto
estabilidad, especificidad y perfil de toxicidad.

Tabla 1. Listado de algunos péptidos antimicrobianos de origen natural.
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L. . Actividad
Péptido Origen Estructura o ) Mecanismo de accién
antimicrobiana
. . . Disrupciéon de membrana,
Defensinas Humanos (neutréfilos B-plegada, puentes Bacterias, hongos, virus p
o-, epitelios 3-) disulfuro inmunomodulacion
LL-37 Humanos (epitelios, Hélice alfa Gram +, Gram —, Insercion en membrana,
neutr6filos) anfipatica hongos, virus neutralizacion de LPS
Histatinas Humanos (saliva) Ricas en histidina, Hongos (¢j. Candida Dafio mitocondrial y
lineales albicans) membrana
Lactoferricina Humano§ (leche, F'ragfnenm Gram +, Gram —, virus lnter.accmn con mer‘n’bmna,
secreciones) cationico de 3 inmunorregulacion
; q B-hojas, puentes Potente accion en Gram
Protegrinas Cerdos (neutrofilos) disulfuro Formacion de poros
ul _
. . . Gram + y Gram —, baja - : e
Cecropinas Insectos Hélice alfa lineal Y Y Lisis porinsercion en
toxicidad membrana
Thanatinas Insectos B-hairpin Gram —, incluso Inhibicién de biosintesis de

multirresistentes LPS

Como también se reportan en la literatura varios péptidos antimicrobianos sintéticos, pero a
pesar de su potencial pocos han sido aprobados para su uso clinico debido a limitaciones
relacionadas con la toxicidad, inestabilidad proteolitica o produccion a gran escala. Entre
los péptidos antimicrobianos aprobados por la Food and Drug Administration (FDA) o en

uso clinico se destacan los listados en la siguiente tabla:

Tabla 2. Listado de algunos péptidos antimicrobianos con aplicacién clinica o aprobados por FDA.

Péptido Origen o tipo Estructura Espectro Uso clinico
Bacteri
Gramicidina ac el.'lano Lineal, catiénico Gram + Topico (infecciones cutaneas)
(Bacillus)
PolimixinaBy E B(?;te?la no Ciclonéntid Gram— (P. aeruginosa, IV o inhalado (infecciones
. iclopéptidos
(Colistina) aciius Pep K. pneumoniae) MDR)
polymyxa)
Bacteriano Intravenoso (IV) (infecciones
Dantomici . S n . .
aptomicina (Streptomyces) Lipopeptido ciclico Gram+ (MRSA, VRE) complicadas .d'e piel,
endocarditis)
Bacteriano
Bacitracina Mixto Gram + Uso topico (heridas, piel
(Bacillus subtilis) X pico ( piel)
Vancomicina Glicopéptido Glicopéptido Gram + IV (sepsis, neu.mor.na, colitis por
natural C. difficile)
Sintético (derivado En ensayos clinicos para tlceras
Pexiganan de magainina de Hélice alfa Gram + y Gram — g
. diabéticas
anfibio)
s . o ) P ion de infecci
Omiganan Sintético (andlogo  Catignico lineal Amplio espectro revencon ce ifecciones
asociadas a catéteres

de indolicidina)
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Siendo algunos de estos péptidos utilizados en clinica con gran potencial antimicrobiano, y
de ultimo recurso en la actualidad como la vancomicina, se espera que los péptidos sintéticos
disefiados basados en hélices alfa optimizadas para mejorar la actividad antimicrobiana
tengan un gran potencial terapéutico sin desconocer que los péptidos presentan unas
desventajas, pero también unas ventajas frente a los antibioticos convencionales, como se
muestra en la tabla 3.

Tabla 3. Ventajas y desventajas de los péptidos antimicrobianos

Ventajas Desventajas
Amplio espectro de accion: activos contra bacterias Gram Estabilidad limitada in vivo: susceptibles a degradacion por
+, Gram —, hongos y virus proteasas
Actividad frente a cepas multirresistentes (MDR) Posible toxicidad: hemdlisis o citotoxicidad en

concentraciones terapéuticas

Baja propension a inducir resistencia: mecanismos Costos de produccion elevados: sintesis peptidica mas
basados en membrana costosa que antibioticos convencionales
Activos contra biopeliculas: estructuras resistentes a la Poca biodisponibilidad: dificultad para administracion oral
mayoria de los antibidticos o sistémica
Efectos inmunomoduladores: estimulan defensas del Limitada aprobacion clinica: pocos AMPs han superado
huésped ademas de matar patdgenos fases clinicas avanzadas

Posibilidad de uso combinado: sinergismo con antibioticos Problemas regulatorios: falta de normativas especificas para
tradicionales su evaluacion clinica

Disefio adaptable: permite modificaciones quimicas para  Formulacion y entrega: necesidad de vehiculos adecuados
mejorar propiedades para administracion eficiente

Los AMPs enfrentan desafios como la degradacion enzimatica in vivo, altos costos de
produccion y limitaciones en estudios clinicos avanzados; sin embargo, investigaciones
actuales apuntan al alto potencial como coadyuvantes en terapias combinadas o como
agentes terapéuticos independientes especialmente en infecciones resistentes (8). Ademas
de destacar que son especificos en alterar membranas de células procariotas y no eucariotas,
esto debido a su composicion de fosfolipidos zwitterionicos y colesterol sin embargo no se
puede descartar a priori su toxicidad (31).

3.3 Péptidos Antimicrobianos Catiénicos Anfipaticos

Se caracterizan por poseer una secuencia de aminoacidos entre 12 y 50, una carga positiva
entre +2 y +9 y un 40%-50% de aminodacidos hidrofobicos. Los péptidos poseen una gran
variedad seglin su estructura, pueden ser ciclicos, a-helicoidales, ldmina B, mixtos, péptidos
ricos en cisteina con enlaces disulfuro intramoleculares, etc (31). Siendo de mayor
proporcion los péptidos antimicrobianos catidnicos anfipaticos que representan una clase
esencial dentro de los compuestos antimicrobianos naturales y disefiados. Estos péptidos
combinan una carga neta positiva, provenientes de aminoacidos como lisina y arginina y
una estructura anfipatica que posee regiones hidrofobicas e hidrofilicas, caracteristicas
estructurales que los hacen capaces de interactuar con las membranas fosfolipidicas, al

Pagina | 39



Aspectos tedricos

insertarse en la bicapa bacteriana, causando disrupcion, logrando desestabilizar las
membranas bacteriana y posteriormente causando una lisis celular, consiguiendo efectos
antimicrobianos significativos (30).

Entre algunos péptidos antimicrobianos cationicos anfipaticos naturales se encuentran:

a. Defensinas: Péptidos cationicos humanos con estructuras altamente conservadas que
forman poros en las membranas bacterianas.

b. Magaininas: Descubiertos en la piel de anfibios, poseen una actividad
antimicrobiana de amplio espectro.

c. LL-37: Un péptido humano perteneciente a la familia de las catelicidinas, con
propiedades antibacterianas y antivirales

Es por ello por lo que se propuso un disefio racional teniendo como base un péptido
reportado para generar nuevos péptidos antimicrobianos cationicos y anfipaticos con el fin
de optimizar caracteristicas clave como el caracter anfipatico, la carga positiva y las
estructuras secundarias como la hélice alfa puesto que estudios recientes han destacado que
las hélices alfa aumentan la interaccion con las membranas bacterianas, mejorando la
eficacia antimicrobiana (19), dependiente de la estructura bacteriana como se observa en la
figura 6. Para ello el Semillero de investigacion de Biofisica, Bioquimica y Biologia
Molecular (BBBM) emplearon herramientas bioinformaticas para predecir y mejorar las
propiedades antimicrobianas y la estabilidad de estos péptidos, posteriormente los AMPs
fueron sintetizados en fase solida y caracterizados mediante técnicas como HPLC,
espectrometria de masas y analisis estructural por dicroismo circular, para luego evaluar su
actividad inhibitoria frente a cepas bacterianas Gram negativas y Gram positivas,
acompafiado de pruebas de pH, estudios de interaccion con modelos de membrana
plasmatica, toxicidad entre otros.
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Péptido catiénico anfipatico

AR

Gram Positiva Gram Negativa

) G
X

—

( MEMBRANA CITOPLASMATICA |

&3 Peptidoglicano (\? Lipopolisacaridos

{
|

\ \ 5 -
(,—/\ Cabezas polares de los fosfolipidos \) Colas hidrofébicas

Figura 6. Diferencias estructurales en las membranas de bacterias Gram positivas y Gram negativas.

3.3.1 Mecanismo de accidon de Péptidos Antimicrobianos

Aunque aun no es suficientemente claro el mecanismo de acciéon de los péptidos,
generalmente se les atribuye su accién antimicrobiana por la carga positiva que le permite
la interaccion por atracciones electroestaticas con los fosfolipidos de carga negativa
(fosfatidilglicerol y la cardiolipina) generando bien sea la disrupcion de la membrana
citoplasmatica o la formacion de poros lo que provoca la lisis celular.

Esa interaccion con las membranas negativas bacterianas permite diferenciarlas de las
membranas eucariotas, las cuales en su mayoria contienen en su exterior una distribucion
asimétrica de fosfolipidos zwitterionicos neutros compuestos de colina (como la
esfingolimielina, la fosfatidilcolina) y de colesterol, afilade mayor complejidad a la
membrana y en su interior domina la presencia de aminofosfolipidos, como la
fosfatidiliserina y la fosfatidiletanolamina. Entre los modelos propuestos de interaccion de
los AMPs con la membrana se encuentran los siguientes y se ven representados en la figura
7(31):

1. Modelo Alfombra: Plantea una accidon mas generalizada, similar a un detergente.
Aqui, los péptidos se alinean paralelos a la superficie de la membrana sin necesidad
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de una estructura secundaria definida, estabilizados inicialmente por interacciones
electrostaticas con componentes como el LPS en bacterias gramnegativas o acidos
teicoicos en grampositivas. Una vez alcanzada una concentracion umbral, los
péptidos cubren la superficie como una alfombra, reorientando sus dominios
hidrofébicos hacia los lipidos e hidrofilicos hacia el exterior, lo que genera una
disrupcion total de la bicapa y provoca su colapso estructural.

2. Modelo Duela-Barril: Describe como péptidos cationicos anfipaticos, tipicamente o-
helicoidales, se insertan perpendicularmente en la bicapa lipidica de la membrana
tras una etapa inicial de agregacion superficial. Estos péptidos forman poros
transmembrana cuya pared estd compuesta por las regiones hidrofilicas de los
péptidos orientadas hacia el lumen del canal, mientras que las regiones hidrofobicas
se asocian con las cadenas acilo de los fosfolipidos. Este mecanismo requiere una
oligomerizacion cooperativa de los péptidos, y basta con unos pocos poros para
alterar la potencial transmembrana, llevando a la muerte celular.

3. Modelo Poro Toroidal: Representa un mecanismo intermedio entre los dos
anteriores. En este caso, los péptidos también forman poros, pero su organizacion
implica una curvatura de la bicapa lipidica donde los grupos de cabeza de los
fosfolipidos participan junto con los péptidos en el revestimiento del poro. Esto
origina una estructura dinamica y continua en forma de toroide, que permite un paso
transmembrana sostenido, caracterizado ademds por el fenomeno de flip-flop
lipidico.

Modelo Alfombra

Modelo de Duela
de Barril

Modelo Poro

MEMBRANA CITOPLASMATICA

Figura . Representacion esquematica de los modelos extracelulares mas significativos de
accion de los AMPs, de izquierda a derecha:Modelo tipo alfombra, modelo de duela de barril, modelo de poro toroidal.
Tomado y modificado de: BiotecScience. Tomado de Tornesello, Anna Lucia, et al. «Antimicrobial Peptides as Anticancer
Agents: Functional Properties and Biological Activities». Molecules, vol. 25, n.o 12, junio de 2020, p. 2850. DOl.org
(Crossref), https://doi.org/10.3390/molecules25122850.
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3.4 Bacterias potencialmente patdgenas

Las bacterias seleccionadas en este proyecto se observan en la tabla 4, estas representan
patogenos de alta prioridad clinica, tanto por su capacidad de generar infecciones
nosocomiales como por su creciente resistencia a los antibidticos convencionales. Su
inclusion en ensayos de evaluacion de péptidos antimicrobianos (AMPs) responde a la
necesidad de nuevas estrategias terapéuticas frente a cepas resistentes y multirresistentes.

Tabla 4. Informacion relevante de las bacterias seleccionadas para ensayos con péptidos antimicrobianos

Escherichia coli
0157:H7

Pseudomona aeruginosa

Klebsiella pneumoniae

Staphylococcus
aureus

Enterococcus
faecalis

Bacilo Gram Bacilo Gram negativo Bacilo Gram negativo Coco Gram  Coco Gram
negativo positivo positivo
Parte del microbiota ~ Aerobio estricto, Encapsulado. Patdgeno Anaerobio
intestinal. altamente adaptable. versatil. facultativo.
- Infeccion del - Neumonia asociada a - Neumonia nosocomial - Infecciones de - Endocarditis
tracto urinario  ventilacion - Infecciones urinarias piel y tejidos infecciosa
- Sepsis neonatal - Infecciones en - Septicemia  blandos - Infeccion
- Meningitis (en quemaduras y heridas - Abscesos hepaticos - Infecciones  urinaria asociada
neonatos) - Infecciones pulmonares - Infecciones de osteoarticulares a sonda
- Infecciones en  fibrosis  quistica catéteres y dispositivos  (osteomielitis, - Infecciones
intraabdominales y - Infecciones urinarias artritis ~ séptica)  intraabdominales
postquirurgicas asociadas a  sonda - Endocarditis 'y pélvicas
- Diarreas por cepas - Bacteriemia y sepsis infecciosa - Bacteriemia
enterotoxigénicas - Neumonia - Infecciones

- Sepsis  postquirirgicas

- Sindrome del

shock toxico
Cepas productoras  Alta capacidad intrinseca Alta prevalencia de LascepasMRSA  VRE representa
de Dbetalactamasas de resistencia y  cepas productoras BLEE  presentan una amenaza
de espectro  adquisicion de genes por y carbapenémicas, lo resistencia a creciente.
extendido (BLEE) y  plasmidos. que limita drasticamente  multiples
carbapenémicas. las opciones  betalactamicos.

terapéuticas.

Mecanismos de Formacion de Sistemas de bomba de Resistencia Sistemas de
bombeo activo y  biopeliculas, sistemas de eflujo y alteraciones en adicional a transporte y
pérdida de eflujo y pérdida de porina las porinas contribuyen a  glucopéptidos, resistencia
porinas, frente a carbapenémicos. su resistencia. reportado en intrinseca a
reduciendo la aislamientos multiples  clases
penetracion de clinicos. antimicrobianas
antibidticos
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Estas especies bacterianas son relevantes tanto por su frecuencia en infecciones como por
los mecanismos moleculares de resistencia que presentan. Su evaluacion en ensayos con
péptidos antimicrobianos permite validar no solo la potencia del compuesto, sino también
su capacidad para superar barreras fisioldgicas y estructurales propias de cepas
multirresistentes.

Entre las bacterias y su relacion con el mecanismo de accion de los péptidos antimicrobianos
(AMPs), destaca la interaccion directa con la composicion y estructura de sus membranas
celulares. En las bacterias Gram positivas, la pared celular estd formada por una gruesa capa
de peptidoglicano que, aunque proporciona rigidez estructural, no representa una barrera
significativa para los AMPs debido a su naturaleza porosa. La superficie es anidnica, pero
menos accesible debido a la presencia de acidos teicoicos en el peptidoglicano y acidos
lipoteicoicos en la membrana citoplasmatica. Esto permite que los péptidos alcancen la
membrana citoplasmatica con relativa facilidad, donde ejercen su accion desestabilizadora
(32).

En contraste, las bacterias Gram negativas poseen una membrana externa adicional rica en
lipopolisacaridos (LPS), una endotoxina altamente negativa. El LPS contiene lipido A
(region hidrofobica responsable de la toxicidad), asi como grupos fosfato y carboxilo que
generan una superficie marcadamente anionica. Debido a ello, la carga cationica de los
AMPs presenta una alta afinidad por estos componentes del LPS mediante interacciones
electrostaticas, lo cual en teoria facilita su insercién y posterior accion antimicrobiana.
Ademas, su caracter anfipatico les permite interactuar tanto con regiones hidrofoébicas como
con zonas polares, favoreciendo el atravesamiento de la doble membrana.

Por tanto, desde una perspectiva estructural y electrostatica, se espera que los péptidos
cationicos anfipaticos antimicrobianos interactiien de manera especialmente eficaz con la
membrana de las bacterias Gram negativas (31).
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Pregunta de investigacion

(Cambios en la estabilidad de la hélice alfa de un péptido catiénico antipatico
antimicrobiano esta relacionado con modulaciéon de la sensibilidad y especificidad para
atacar ciertas bacterias patogénicas?

Hipotesis

La modificaciéon de residuos de aminoacidos de la secuencia del péptido objeto de este
estudio, para estabilizar la hélice alfa de este péptido anfipatico catidnico antimicrobiano
permite modular la sensibilidad y especificidad de la actividad antibacteriana de este
péptido.
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Objetivos

6.1 General

Evaluar la sensibilidad y especificidad de péptidos antimicrobianos anfipaticos en bacterias
patogénicas y su relacion con la estructura helical de estos péptidos.

6.2 Especificos

1. Determinar la actividad antibacteriana en Escherichia coli O157:H7 ATCC 700728,
Pseudomona aeruginosa ATCC 9027, Klebsiella pneumoniae ATCC 13882,
Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Enterococcus faecalis ATCC 3715 de los
péptidos de este estudio.

2. Analizar la actividad antibacteriana en funcion de la carga neta, la hidrofobicidad y
la estructura tridimensional de los péptidos de este estudio en la actividad
antibacteriana y en la especificidad de la actividad biologica.

3. Calcular el indice terapéutico de los péptidos objetos de este estudio basados en los

datos del primer objetivo especifico y de la actividad hemolitica y la citotoxicidad
sobre células humanas normale
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Materiales y métodos

Se desarroll6 un estudio experimental, con un enfoque en la validacion in vitro para verificar
las propiedades antimicrobianas y citotoxicidad de péptidos catidnicos anfipaticos que
presentan una hélice alfa en su estructura.

La estrategia de investigacion se baso en una evaluacién comparativa del péptido catidonico
anfipatico de alfa hélice frente a diversas cepas bacterianas altamente patogénicas y
resistentes a antibioticos. El método de sintesis de péptidos se realiz6 en colaboracion con
el grupo NBC de la PUCV en fase so6lida FMOC, seguido de un andlisis estructural mediante
la caracterizacion de la estructura secundaria por dicroismo circular, pruebas de
susceptibilidad antimicrobiana, difusion en agar, ensayos de crecimiento bacteriano, PCR,
pruebas de propiedades fisicoquimicas de los péptidos por DLS, IR-ATR; pruebas de
viabilidad celular, como ensayos de citotoxicidad celular y hemolisis.

DISENO, SINTESIS Y CARACTERIZACION DE
PEPTIDOS

7.1 Sintesis y caracterizacion de péptidos cationicos anfipaticos
antimicrobianos

Se disenaron seis péptidos analogos sujetos a proteccion de propiedad intelectual, derivados
de modificaciones en la secuencia de aminodcidos ATKKCGLWSILKGVGKI-NH: del
péptido GIBIM-P5F8W (péptido 43), previamente identificado mediante un algoritmo
genético y caracterizado por su alta actividad antibacteriana frente a cepas Gram negativas.
El péptido original presenta una estructura secundaria de hélice a y un punto isoeléctrico de
10,04. En ensayos de susceptibilidad antimicrobiana, GIBIM-P5F8W mostr6é una CMle de
5,0 uM frente a Staphylococcus aureus, de 50 uM frente a Escherichia coli O157:H7,y de
10 uM frente a Pseudomonas aeruginosa (25).
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En este contexto, se planted el disefio l6gico y racional, con el objetivo de mejorar la
helicicidad y con ello optimizar su espectro de accion. Dichos péptidos fueron disefiados por
el Semillero BBBM de la Universidad Nacional de Colombia (UNAL) y sintetizados en
colaboracion con el Nucleo de Biotecnologia Curauma (NBC) de la Pontificia Universidad
Catolica de Valparaiso, Chile (PUCV), empleando el método de sintesis en fase solida Fmoc
(SPPS) bajo un esquema de economia circular como se observa en la figura 8. Este protocolo
permitio la optimizacién en el consumo de reactivos, reduciendo entre un 25-30 % el uso
de N,N-dimetilformamida (DMF) y hasta un 50 % los reactivos de desproteccion, ademas
de minimizar la generacion de desechos (26).

Reactor Quimico | «
(Tea bag)

Desproteccidon Fmoc

Lavado

{ )

Malla de polipropileno

Resina de amida Rink 0.55 meq/gr

.oy Nimero 10

® Botella de polipropileno

20% v/v 4-metilpiperidina /DMF

e

L‘ 5 2 Reactor

DMF

o5

Q AA: HBTU : OXYME : DIEA
Acoplamiento - - - - 5. 5: 5 .75
LU LU L 22 s ketu: oxve: DiEA
i T O — 5: 5: 5 :75
Lavado . -
L(,'L] DMF
TFA
Péptidos sin Cys, *& 95% TFA
ai Met o Trp § 25% TIS |}
Clivaje i 25% Water N
! Coctel de }
Péptidos con - 92.5% }FA divajs
Cys, MetoTrp 55% Do C
25% Woater
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Figura 7. Esquema del procedimiento de sintesis en fase sélida (SPPS) mediante la estrategia Fmoc utilizando el método
de reactor quimico (tea-bag). El proceso incluye las etapas de desproteccion (Fmoc con 20% v/v 4-metilpiperidina en
DMF), acoplamiento de aminoacidos activados con HBTU/HOBt/DIEA en DMF, lavados intermedios, y finalmente la etapa
de clivaje con TFA. La composicion del céctel de clivaje varia segun la presencia de residuos sensibles como Cys, Met o
Trp. Tomado y modificado de Guzman, F.; Gauna, A.; Roman, T.; Luna, O.; Alvarez, C.; Pareja-Barrueto, C.; Mercado, L.;
Albericio, F.; Cardenas, C. Tea Bags for Fmoc Solid-Phase Peptide Synthesis: An Example of Circular
Economy. Molecules 2021, 26, 5035. https://doi.org/10.3390/molecules26165035

El procedimiento experimental de sintesis realizado por el NBC se desarrolld de la siguiente
manera:

1. Preparacion y etiquetado de las mallas de polipropileno, que contienen una resina con
un extremo terminal —NH.. Las mallas se dejaron secar al aire antes de ser transferidas
a tubos Falcon, asegurando un marcaje adecuado para garantizar su trazabilidad.

2. Incorporacion secuencial de los aminoéacidos protegidos con el grupo Fmoc, el cual evita
reacciones no deseadas durante el proceso de acoplamiento.

3. Acoplamiento de los aminoacidos al grupo —NH: libre presente en la resina, de manera
controlada y en el orden establecido por la secuencia peptidica.

4. Desproteccion del grupo Fmoc, acompafiada de lavados sucesivos con DMF vy sin la
adicion de bromofenol blue. Posteriormente, la resina se dejo secar por completo. A
continuacion, se realiz6 una prueba colorimétrica con el fin de verificar la eficiencia de
los acoplamientos realizados.

5. Escision del péptido, llevada a cabo mediante el uso de TFA y scavengers (agentes
atrapadores), lo que permitié liberar la cadena peptidica de la resina y eliminar
simultdneamente los grupos protectores de las cadenas laterales (26).

Luego de obtener los péptidos, se realizo la caracterizacion de los péptidos mediante HPLC
en fase reversa, empleando una columna C18 y mediante espectrometria de masas (MS) se
confirm¢ la identidad molecular de los péptidos. Ya teniendo los péptidos sintetizados, se
realiz6 un andlisis bioinformatico utilizando la herramienta ProtParam disponible en el
portal EXPASy, con el fin de determinar propiedades fisicoquimicas teoricas asociadas al
potencial de la actividad antimicrobiana de cada uno de los péptidos.

7.2 Determinaciéon del contenido de hélice alfa mediante
Dicroismo Circular

Se determino el espectro de dicroismo circular (CD) en presencia de una solucion acuosa de
2,2,2-trifluoroetanol (TFE/H20) al 30 % (v/v), con el objetivo de evaluar la propension de
los péptidos a adoptar conformaciones ordenadas. En estas condiciones, los espectros
mostraron una sefial caracteristica de estructura de hélice a, definida por la presencia de dos
bandas negativas en torno a 208 y 222 nm, acompafiadas de una banda positiva cercana a
190 nm, lo cual confirma la estabilizacion de motivos helicoidales (25).
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Figura 8. Espectros caracteristicos de la estructura secundaria de péptidos. Tomado de Norma J. Greenfield. (2006). Nat
Protoc, 1(6), 2876-2890. https://www.acuapeptide.cl/dicroismo.html

El uso de TFE resulta fundamental, ya que este solvente favorece la formacion de estructuras
secundarias al potenciar las interacciones intramoleculares y reducir la agregacion peptidica,
proporcionando un entorno que simula parcialmente la bicapa lipidica.

TECNICAS CONVENCIONALES EN BIOLOGIA
MOLECULAR

Se utilizaron algunas técnicas convencionales de biologia molecular durante el desarrollo
de la investigacion, con el fin de comprobar las cepas bacterianas.

7.2.1 Cepas bacterianas potencialmente patdgenas y condiciones de
cultivo

Las cepas bacterianas potencialmente patogénicas utilizadas en este estudio presentadas en
la Tabla 5, se conservaron en stocks de glicerol al 15 %v/v a - 65°C. Las cepas bacterianas
utilizadas para propagar los utiles génicos requeridos se cultivaron en medio Luria-Bertani
(LB) o agar-LB con agitacion a 120 rpm, a 37°C durante 12-24 h y posteriormente medidas
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mediante espectrofotometria a 630nm, ajustadas a la escala de Mc Farland y diluidas 1/200
(33).

Tabla 5. Cepas bacterianas potencialmente patdgenas empleadas para evaluar actividad antimicrobiana de péptidos
catidnicos anfipaticos y tiempos de generacion en condiciones dptimas de cultivo (37°C, medio rico).

CEPA FUENTE Tiempo de generacion (min)
Escherichia coli O157:H7 ATCC 700728 20
Pseudomona aeruginosa ATCC 9027 30
Klebsiella pneumoniae ATCC 13882 25
Staphylococcus aureus ATCC 6538 30
Enterococcus faecalis ATCC 3715 45

7.2.2 Comportamiento de crecimiento de las cepas bacterianas

Para definir el modelo de crecimiento de las bacterias, teniendo en cuenta que tienen tiempos
de generacion similares se tomd como referencia la E. coli que se duplica con mayor rapidez,
con el fin de determinar como aumenta el nimero de bacterias en una poblacién a lo largo
del tiempo.

Para ello se realizd un cultivo bacteriano, y se midi6é su densidad optica (OD) a 490, a
determinadas horas (0,4,5,6,7,8,24). Posteriormente los resultados se representaron en una
curva de crecimiento bacteriano en las que observaron tres de las cuatro fases cléasicas: fase
de latencia, fase exponencial y la fase estacionaria, a la cual se hizo un ajuste l6gico del OD
cada 0,5 h en base al modelo logistico de forma modificada Gompertz para describir el
crecimiento microbiano, se aplica la siguiente ecuacion:

rmax x e

0D (1) = A+ (K — A) * exp (= exp (———

*(1—1t)+ 1))
Donde: A=0.083 (OD inicial)

K=0.591 (Capacidad de carga)

r=1.34 (tasa de crecimiento maxima)

t= X (tiempo de crecimiento)

En este estudio se utilizo la densidad 6ptica a 490 nm en lugar de 600 nm porque, aunque la
literatura reporta que a 490 nm es posible medir adecuadamente células viables, también se
realizd6 una comparacion experimental empleando los filtros de 490, 600 y 630 nm. Se
observo que las mediciones a 490 y 600 nm no presentaban diferencias significativas entre
si, lo que indica que la cuantificacién bacteriana se mantiene consistente en ambas
longitudes de onda. Sin embargo, a 630 nm si se evidenciaron variaciones debido a
interferencias generadas por el medio de cultivo, las cuales afectaban la lectura. Por tanto,
la eleccion de 490 nm permiti6 disminuir interferencias, mejorar la estabilidad de la sefial y
mantener la confiabilidad del anélisis en comparaciéon con 600 nm.
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7.3 Extraccion de ADN genomico de cepas bacterianas

En cuanto ala extraccion y purificacion de ADN gendmico de las cepas bacterianas se baso
y adapto del método de extraccion rapida alcalina de H.C.Birnboim y J.Doly(34). Se
tomaron 5 mL de cultivo bacteriano y fueron centrifugados a 6000 rpm durante 10 min a
temperatura ambiente, con el fin de recuperar las células. El sobrenadante fue descartado, y
el pellet celular obtenido se resuspendié en 750 pL. de buffer SET (Sacarosa 20 %, 2M Tris-
HCl pH 8.0, 0.5 M EDTA pH 8.0), transfiriéndose luego a un tubo Eppendorfde 1.5 mL. A
esta suspension celular se le afiadieron 30 pL de SDS al 20 %, mezclando en vortex durante
20 s para facilitar la lisis. Posteriormente, la mezcla fue incubada a 80 °C durante 5 min para
favorecer la ruptura celular y luego se dejo enfriar a temperatura ambiente.

Con el fin de favorecer la eliminacion de proteinas y otras impurezas, se adicionaron 200
pL de NaCl 5 M y se mezclo nuevamente con vortex por 20 s. En este paso, se observo la
formacion de un precipitado, se incubo en hielo durante 5 min antes de ser centrifugada a
13000 rpm por 5 min. El sobrenadante, que contenia el ADN, fue transferido
cuidadosamente a un nuevo tubo. Luego se realizé un tratamiento con 50 pL. de buffer TE y
2 uL de RNasa (10 mg/mL), incubando a 37 °C durante 30 min para eliminar contaminantes
de ARN.

La purificacion del ADN continué con la adicion de 500 pL. de una mezcla cloroformo:
alcohol isoamilico (24:1), la cual se agitd con vortex antes de centrifugar a 12000 rpm por
5 min. La fase acuosa superior, que contenia el ADN purificado, fue cuidadosamente
transferida a un nuevo microtubo. Para precipitar el ADN, se agregaron 600 pL de
isopropanol frio, se mezclo durante 30 s y se incub6 en hielo durante 5 min. La muestra fue
centrifugada a 13000 rpm durante 20 min, y el sobrenadante fue eliminado. El pellet de
ADN se lavo dos veces con etanol al 70 %, agregando 1 mL en cada ocasion, mezclando
suavemente por inversion y centrifugando a 12000 rpm por 5 min.

Finalmente, los tubos fueron colocados invertidos sobre una toalla de papel limpia para
permitir la evaporacion del etanol residual. El ADN fue secado en una incubadora a 37 °C
durante aproximadamente 10 minutos, o hasta que se observara la completa desaparicion del
solvente. El pellet seco se resuspendio en 200 pL. de agua desionizada, y las muestras fueron
cuantificadas en el espectrofotometro a A260/280 y almacenadas a —20 °C hasta su uso
posterior.
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7.4 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Se utiliz6 la técnica de PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa) para confirmar la
identidad de las cepas bacterianas seleccionadas, mediante el disefio de primers especificos
dirigidos a secuencias génicas codificantes de toxinas presentes en cepas potencialmente
patogenas como se observa en la tabla 6. Resaltanto que se corroboraron cuatro de las cinco
cepas bacterianas, E.coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae 'y S. aureus.

Tabla 6. Secuencias de primers disefiados para corroborar las bacterias elegidas.

Bacteria T° T°  PRIMER SECUENCIA Longitud  GC%
Escherichia coli 63 61 Forward TTATATCTGCGCCGGGTCTG 20 4
Reverse AACAGACACCGATGTGGTCC 20 6
ijg;’jg%'sza 63 62 Forward TTCGGCTTGCCACTCTTCAT 20 2
Reverse GAACAACCGGTGCAACTCAC 20
phlebsiclla, 64 60  Forward CACTTCTCGTATTTGCGGCG 20
Reverse TAGGTCAGGCAGCTGTTGTG 20 2
Staphylococcus 64 64 Forward GTGGCGTTCCATCATAAAGCC 21
aureus
Reverse CCAACGAAATGTGAGAGCGG 20

Ya contando con los primers, se prepararon las muestras utilizando 2.5 pL de buffer, 0.5 uL
de dNTPs, 1.0 pL de cada primer (forward y reverse), 0.2 pL de la enzima OneTaq, 1.0 uL
de ADN y 19.8 uL de agua. Una vez preparadas, las mezclas fueron centrifugadas y
colocadas en el termociclador bajo condiciones especificas para cada par de primers, como
se describe en la siguiente tabla.

Tabla 7. Condiciones de PCR para genes asociados a factores de virulencia en bacterias patdgenas

. . Amplimero Det. 35 ciclos
Bacteria Toxina . Enlong.
(pb) inicial Det. Anilla.  Enlong.

Escherichia sx2A4 oA 95°C 95°C 60°C 68°C 68°C
coli O157:H7 (Shiga toxin 2 subunit A) 2 min 15 seg 30 seg 1 min Smin
psep 95°C  95°C  62°C  68°C  68°C

Pseudomona (translocation protein in 123 . ; ;
aeruginosa type III secretion) 2 min I5scg  30scg 1 min Smin

magA
Klebsiella (mucoviscosity-associated o 95°C 95°C 63°C 68°C 68°C
pneumoniae protein) / O-antigen ligase 2 min 15 seg 30 seg 1 min Smin
family protein

Staphylococcus SAOUHSC 01561 .. 95°C 95°C 58°C 68°C 68°C
aureus (PVL orf 50-like protein) 2 min 15 seg 30 seg 1 min Smin
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7.5 Electroforesis en gel

Para la verificacion de los productos de PCR, se realizd una electroforesis en gel de
poliacrilamida al 15%, el cual contiene una mezcla de agua, acrilamida/bisacrilamida al
30%, buffer TAE 1X, TEMED (tetrametiletilendiamina) y persulfato de amonio al 10%.

Se cargaron 4 uL de cada muestra amplificada junto con 1 pL de buffer de carga 5X con
bromofenol en cada uno de los pozos, posteriormente se acomodo el gel y se cargo la camara
con TAE y se aplico un voltaje constante de 100 voltios durante 1 hora, una vez finalizado
el gel se sumergio en una solucion de agua y Hydra green a una concentracion 1/10.000
durante 30 min y finalmente el gel fue leido en un fotodocumentador. La corrida
electroforética permiti6 visualizar la presencia de las bandas especificas, lo cual fue
interpretado como confirmacion de la identidad de la cepa bacteriana.
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CAPITULO 1. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD
ANTIBACTERIANA DE LOS PEPTIDOS FRENTE A
BACTERIAS GRAM POSITIVAS Y GRAM NEGATIVAS

7.6 Perfil de Sensibilidad de bacterias a péptidos mediante la
Técnica de Difusidon en Disco (Antibiograma)

Con el fin de evaluar la sensibilidad o resistencia de diferentes cepas bacterianas Gram
positivas y Gram negativas frente a los péptidos antimicrobianos, se realizaron cultivos en
medio solido de Agar-LB donde las cepas bacterianas se sembraron en caldo y
posteriormente fueron ajustados a la escala de McFarland y posteriormente diluidos 1:200

(33). Para cada ensayo, se mezclaron e incubaron durante 30 min a 37 °C en cajas de cultivo
de pozo redondo 4 pL de la suspension bacteriana con 4 uL del péptido a una concentracion
final de 15 puM determinada a partir de lo reportado sobre el péptido original (43).
Posteriormente, se tomaron 6 pL. de muestra y se sembraron en placas de Petri previamente
divididas en cuatro cuadrantes para los 6 péptidos y el original, utilizando dos placas por
cada cepa bacteriana. Las placas se incubaron a 37 °C durante 24 horas, se realizo el registro
fotografico y el conteo de colonias mediante el software Image J, empleando la herramienta
de seleccion por cuadrantes, lo cual permitié cuantificar el crecimiento bacteriano y
clasificar las cepas como sensibles o resistentes frente a los péptidos evaluados (36).

7.7 Determinacion de la Concentracion Inhibitoria Media (ICso)
de péptidos antimicrobianos mediante Microdilucion en
Caldo.

Para evaluar la actividad antimicrobiana de los péptidos y determinar su concentracion
inhibitoria media-méxima, ICso. Para ello, se realizé un ensayo de microdilucion en caldo
siguiendo los lineamientos del The Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI) con
algunas modificaciones. Se preparé una suspension bacteriana ajustada a una turbidez
equivalente al estandar de McFarland 0.5 (aproximadamente 1x10® UFC/mL), la cual se
diluy6 1:200 en caldo LB para obtener una concentracion final de aproximadamente 1x10°
UFC/mL en cada pozo empleando una caja de 96 pozos (33).

A cada pozo de la placa se adicionaron 100 pL de la suspension bacteriana, junto con 10 uL
de péptido antimicrobiano a 6 diferentes concentraciones previamente diluidas en serie
(1:2), partiendo de una concentracion inicial de 20 pM hasta alcanzar una concentracion
minima de 0.625 uM. Se incluyod un triplicado de controles negativos (LB+Bacteria) y un
control de LB para verificar que no se halla presentado una contaminacion cruzada que
descartara el experimento. Las placas se incubaron a 37 °C durante 24 horas. Al término de
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la incubacidon, se evaluo el crecimiento bacteriano midiendo la absorbancia a 490 nm
mediante un lector de microplacas, ya que esta longitud permite eliminar interferencias y
seguir obteniendo el conteo de la densidad bacteriana. Adicionalmente a las 24 h, se
agregaron 10 pL de resazurina al 0.01% (p/v) en cada pozo y se incubaron por 1 hora
adicional para observar el viraje de color. La resazurina indica la viabilidad bacteriana: un
cambio de azul a rosado sugiere actividad metabodlica de las células, donde se da una
reduccion por enzimas respiratorias y cofactores (NADH, FADH:), transforméndose en
resorufina, mientras que la permanencia del color azul en su forma oxidada indica que las
células se encuentran muertas por lo tanto no hay metabolismo que reduzca la molécula (37),
posteriormente se desarroll6 un modelo de ecuacion de crecimiento logistico que permitiera
evaluar el crecimiento bacteriano y con ello poder determinar el ICso a partir de las curvas
de inhibicion obtenidas tras 24 horas de incubacién empleando el complemento Solver para
ajustar las horas 9-23h y posteriormente aplicacion del modelo matematico.

7.8 Evaluacion de la naturaleza de la actividad antimicrobiana
de los péptidos: Efecto Bacteriostatico o Bactericida.

Para evaluar el efecto del péptido, se realizd un micro ensayo utilizando los péptidos mas
promisorios, el 37 y el 38. Donde se coloco a incubar 100 pL de bacterias (OD: 0.100) con
10 uL de péptido a 20 uM, y dejando incubar por 24 horas en incubadora a 37°C. Al finalizar
la incubacion, se tomaron 100 pL directamente de uno de los pozos por triplicado que
contenia la muestra con tratamiento de péptido y se sembraron en placas de Petri con Agar-
LB y se volvieron a dejar incubar por 24h a 37°C. Finalmente se sacaron las cajas de Petri
y se realizo el registro fotografico. El objetivo de este procedimiento fue determinar si los
péptidos ejercen un posible efecto en las bacterias Gram, si presenta un comportamiento
bacteriostatico (inhibicion del crecimiento) o bactericida (eliminacion de las bacterias).

7.9 Visualizacion y localizacion de un péptido rodaminado en la
superficie bacteriana por Microscopia de Fluorescencia.

Con el fin de evaluar la interaccion del péptido con las bacterias, se empled un microscopio
invertido EVOS M5000 Imaging System de Thermo Fisher Scientific. Inicialmente, se
observaron bacterias cultivadas en condiciones controladas con el fin de establecer su
morfologia basal. Posteriormente, se utilizé un derivado del péptido marcado con rodamina
para permitir su visualizacion mediante fluorescencia, registrdndose imagenes del péptido
solo, de las bacterias sin tratamiento y de las bacterias incubadas con el péptido. Las
micrografias fueron adquiridas utilizando objetivos de 20x y 40x, lo que permitid contrastar
la localizacion y distribucion del péptido en relacion con la superficie bacteriana. La
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comparacion de estas condiciones permitid verificar la union del péptido a las bacterias y,
en consecuencia, corroborar la sensibilidad de las cepas frente al tratamiento.

CAPITULO II. RELACION ENTRE PROPIEDADES
FISICOQUIMICAS Y ESTRUCTURALES DE LOS
PEPTIDOS Y ESPECIFICIDAD BIOLOGICA

7.10Medicion de la afinidad del péptido por fases organicas o
acuosas mediante un modelo de Coeficiente de Particion

Con el fin de determinar el coeficiente de particion de los péptidos, se llevd a cabo un ensayo
de distribucion en un sistema bifasico compuesto por aceite (fase organica) y agua o PBS
(fase acuosa), empleando una concentracion final de 15 uM de péptido 38 con el fin de
evaluar la preferencia del péptido por alguna de las fases y con ello obtener datos
relacionados con su posible mecanismo de accion. Tras un periodo de equilibrio mediante
agitacion y posterior centrifugacion, las fases fueron cuidadosamente separadas y
cuantificando cada una de las fases mediante un barrido espectral por espectrofotometria
utilizando un equipo NanoDrop One (Thermo Fisher Scientific) de 250 nm a 730 nm con el
fin de observar donde se encontraba el péptido. Las mediciones se realizaron en intervalos
regulares y en réplicas independientes para garantizar la reproducibilidad del ensayo. Este
andlisis permitid evaluar la tendencia de los péptidos a interactuar con ambientes
hidrofébicos, lo cual constituye un parametro fundamental para inferir su afinidad por
membranas bioldgicas y, por ende, su potencial actividad antimicrobiana.

7.11Determinacion del tamafio hidrodinamico de péptidos en
Medios Acuosos y Organicos por Dispersion Dinamica de la
Luz (DLS).

Con el fin de corroborar los resultados obtenidos en el modelo de coeficiente de particion,
se llevo a cabo un ensayo adicional empleando el mismo procedimiento descrito
previamente, pero utilizando un analizador de dispersion dinamica de luz (Zetasizer Nano
ZS) para evaluar la distribucion de particulas. En este caso, se prepard un sistema bifasico
compuesto por aceite de oliva como fase organica y agua como fase acuosa, al que se
adiciono el péptido 38, uno de los mejores péptidos que presento actividad antimicrobiana.

Las mediciones permitieron comparar el tamaifio y la distribucion de particulas en ambas
fases en presencia y ausencia del péptido, con el objetivo de confirmar su afinidad por la
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fraccion organica como modelo de membrana. Posteriormente, los datos fueron sometidos
a un analisis estadistico mediante la prueba t de Student (dos colas, no apareada) para
establecer diferencias significativas en la interaccion del péptido entre las fases.

7.12 Analisis de la estabilizaciéon conformacional (Hélice a) de
péptidos en diferentes solventes mediante Espectroscopia
Infrarroja de Reflectancia Total Atenuada (IR-ATR)

El analisis por espectroscopia infrarroja (IR) se realizéo mediante la técnica de reflectancia
total atenuada (ATR) empleando un espectrometro Nicolet iS10 (Thermo Fisher Scientific).
Previamente, se adquiri6 el espectro de fondo con 16 escaneos bajo las mismas condiciones
experimentales utilizadas para la muestra, con el fin de eliminar posibles interferencias.
Posteriormente, las muestras de los péptidos en diferentes medios como H,O, PBS, Tris,
SDS y Triton (estos dos ultimos por debajo de la concentracion minima micelar CMC 2mM
y 0,1 mM) fueron colocadas directamente sobre el cristal ATR, asegurando un adecuado
contacto con la superficie. La adquisicion del espectro se efectué con 16 escaneos, a una
resolucion de 4 cm™', con una ganancia de 1.0, velocidad optica de 0.4747 cm/s y una
apertura del 80 %. Los espectros fueron registrados en el rango de 4000-1000 cm™ y
expresados en términos de transmitancia relativa. Finalmente, se identificaron las bandas
caracteristicas asociadas a los modos vibracionales de los enlaces peptidicos, incluyendo las
senales correspondientes a las bandas Amida A (3300-3200 cm™), Amida I (1700-1600
cm '), Amida I (1550-1500 cm™) y Amida III (1300-1200 cm™), utilizadas como criterios
de andlisis estructural del péptido, y centrandose en las bandas caracteristicas de estructuras
secundarias:

e Hé¢lice alfa (~1650 cm™, banda amida I).
e Hojabeta(~1630-1640 cm™).
e [Estructuras desordenadas (~1640—1650 cm™). (43)

El analisis espectral se realizé mediante deconvolucion de la banda Amida I por ajuste no
lineal con cuatro funciones gaussianas empleando el software Fityk. Finalmente, se
reportaron las areas integradas de cada gaussiana y su contribucion porcentual respecto del
area total de Amida I, utilizdndolas como estimadores de la fraccion relativa de B-hoja,
desorden, y hélice a, respectivamente.
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7.13Evaluacion del Perfil de Solvatacion de péptidos mediante
fluorescencia de un péptido rodaminado

Para determinar las condiciones dptimas en las que se puede observar el efecto del péptido,
se midio la estabilidad térmica de los péptidos mediante un ensayo de curva de fusion
diferencial utilizando un equipo de PCR en tiempo real con deteccion de fluorescencia en el
canal Texas Red. Debido a la ausencia de los péptidos 37 y 43 marcados con rodamina, se
utilizo el péptido 38 rodaminado solo y en diferentes solventes (Tris, H2O, PBS) sin y con
SDS o aceite. Cada reaccion se dispuso en placas de 96 pozos con un volumen final de 5
uL, empleando tres réplicas técnicas por condicion. El programa de andlisis consistié en un
gradiente de temperatura desde 20 °C hasta 90 °C, registrando la fluorescencia relativa
(RFU) a intervalos definidos. A partir de las curvas de desnaturalizacion (RFU wvs.
temperatura) con el fin de identificar los picos de fusion (Tm) y comparar la estabilidad
térmica relativa de los péptidos bajo las diferentes condiciones de solvente.

7.14Evaluacion de la tendencia a la Agregacion de péptidos en

Diferentes Solventes mediante Dispersion Dindmica de Luz
(DLS).

Para la caracterizacion fisicoquimica, se emplearon los péptidos catidonicos anfipaticos P37,
P38 y P43. En el primer caso para confirmar el experimento del coeficiente de particion se
realizaron mezclas para determinar el tamafio de particulas en la fase acuosa y en la fase
orgénica, y en segundo lugar se utilizaron los péptidos liofilizados reconstituidos en buffer
Tris 10 mM pH 7,4, SDS 2mM, Tritén 0,1mM o en PBS 1X las cuales fueron conservados
a —20 °C hasta su uso para determinar posibles agregaciones del péptido en diferentes
condiciones.

Las muestras se caracterizaron mediante dispersion de luz dinamica (DLS) en un analizador
Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Reino Unido) para determinar el tamafio
hidrodindmico (Z-Average) y el indice de polidispersion (PDI). Los valores en el analisis
estadistico se expresaron como medias = desviacion estdndar y se compararon entre
condiciones experimentales mediante la prueba t de Student para muestras independientes,
considerando diferencias significativas cuando p < 0,05. Los datos fueron representados en
graficas de barras con barras de error, lo que permitié visualizar las variaciones entre los
péptidos disueltos en agua y formulaciones del péptido con diferentes solventes para analizar
si el péptido forma emulsiones o actia como detergente, lo cual permitird aproximarse a las
propiedades fisicoquimicas del péptido y su capacidad para interactuar con membranas (38).
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7.15Evaluacion del Tamafio y estado de Agregacién de péptidos
mediante filtracion por corte molecular (cut-off)

Con el fin de estimar el comportamiento en solucion de los péptidos de interés en
relacion con su tamafio aparente y posible estado de agregacion, se empled un protocolo
de filtracion por corte molecular utilizando filtros de 0,22 mm y 0,4 mm. Las soluciones
peptidicas se prepararon en H,O a una concentracion definida para cada péptido.
Primero, se midi6 la concentracion inicial de los péptidos, variando entre 15 ptM y 5
M) medida mediante un espectrofotometro a 280 nm, conociendo la extincién molar
de los péptidos y despejando la formula de Burger Lambert-Beer, posteriormente se paso
la solucioén por el filtro de 0,4 mm midiendo la parte inferior y superior, y posteriormente
la solucidn de la parte inferior se pasé por el filtro de 0,22 midiendo nuevamente las
fases. Esta técnica permite la separacion fisica de componentes segun su tamafio
molecular: las moléculas mayores al limite del filtro son retenidas en la parte superior
(retentato), mientras que las mas pequefias atraviesan la membrana y se recuperan en la
fraccion inferior (filtrado) (39). Ambas fracciones fueron analizadas mediante
espectrofotometria UV-Vis, midiendo la absorbancia a 280 nm, con el objetivo de
cuantificar la proporcion de péptido presente en cada fase. Un mayor contenido en la
fraccion retenida sugiere la existencia de agregados, complejos o conformaciones
estructurales con un tamafo hidrodindmico superior al punto de corte de la membrana,
mientras que una mayor absorbancia en el filtrado se interpreta como evidencia de
formas monoméricas, solubles o de bajo peso molecular (40).

7.16Caracterizacion de la Interaccion Péptido-Bacteria y la
Tendencia a la Agregacion de péptidos por Microscopia
Electronica de Barrido (SEM)

Se realiz6 el cultivo bacteriano hasta OD 0.100, dejando incubar por 30 min con los péptidos
antimicrobianos 37 y 38 junto con las bacterias para ver el posible efecto sobre la membrana
y mismos péptidos solubilizados en agua para observar posible agregacion, las cuales fueron
posteriormente fijadas siguiendo un protocolo estandarizado para SEM utilizando
glutaraldehido al 2.5% en tampodn fosfato 0.1 M (pH 7.2), lavados en el mismo tampén y
posteriormente sometidos a deshidratacion progresiva en soluciones crecientes de etanol
(30-100%). Finalmente, las muestras fueron llevados para realizar el andlisis en donde
fueron montados en un stubs de aluminio y fueron recubiertos con una capa conductora de
oro, con el fin de evitar acumulacion de carga durante la observacion y optimizar la
deteccion de electrones (29), se utilizdé el péptido 37, 38 y 43 a 20 puM final. La
caracterizacion morfologica se llevo a cabo en un microscopio electroénico de barrido (SEM)
operado en modo de electrones retrodispersados (BSE), permitiendo obtener micrografias
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con adecuada resolucion y contraste, preservando la integridad de las estructuras bacterianas
y peptidicas, lo que facilito su analisis morfologico.

7.17Evaluacion de la estabilidad de la actividad antimicrobiana
de péptidos en Funcidon del pH

Para evaluar el efecto del pH sobre la actividad de péptidos antimicrobianos, se realizaron
ensayos utilizando los péptidos mas promisorios (37, 38) junto con el péptido original (43)
en un rango de concentraciones de 2,5, 5, 10 y 20 uM. Los experimentos se llevaron a cabo
en medio Luria-Bertani (LB), el cual se empleo en tres condiciones de pH: neutro (pH 7,0,
correspondiente al medio sin ajuste), acido (pH 5,6, ajustado con HCl) y basico (pH 9,0,
ajustado con NaOH) para determinar la actividad antimicrobiana frente a una bacteria Gram
positiva (Enterococcus faecalis) y una Gram negativa (Pseudomona aeruginosa) (41). En
cada condicion, se dispusieron alicuotas de los péptidos en placas de 96 pozos y se incubaron
con 100 pL del in6culo bajo las mismas condiciones de cultivo. Como control negativo se
utilizo el medio LB con bacteria y sin péptido. Para cada tratamiento se realizaron réplicas
técnicas independientes, y registrando la densidad optica cada hora de 1-8 hy alas 24 h en
un lector de microplacas Agilent BioTek 800TS. a 490nm. Los datos obtenidos fueron
normalizados mediante la resta del valor del blanco correspondiente, es decir el medio LB
solo. La respuesta medida se analiz6 con el modelo Gompertz modificado, ya que los datos
muestran una fase de retraso larga y un crecimiento tardio. Esto con el fin de determinar si
el cambio de pH modifica el efecto antimicrobiano de los péptidos en las diferentes
concentraciones evaluadas mediante la velocidad de crecimiento.

7.18Influencia del Estado Redox (Reducido, Oxidado) y la
Alquilacion de la cisteina en la actividad antimicrobiana de
péptidos.

Los péptidos cationicos anfipaticos antimicrobianos evaluados, contienen una cisteina en su
secuencia, la cual puede encontrarse en distintos estados de oxidacion (-SH, -S-S-, -SOH, -
SO:H). Estos estados de oxidacion pueden influir en la actividad bioldgica del péptido. Por
lo tanto, se llevo a cabo un experimento para determinar como los diferentes estados redox
afectan su actividad, sensibilidad, estabilidad y efectividad antibacteriana en diferentes
estados de oxidacion (reduccion, oxidacion y alquilacion) que simulan distintos ambientes
(42).

Para ello, se inicid con la preparacion de los diferentes estados redox de los péptidos, se
tomaron 60 pL de cada péptido junto con 8 pL de B-mercaptoetanol (BME) a una
concentracion de 16,5 mM, posteriormente se calentd a 55°C durante 30 minutos, se
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centrifugaron las muestras. De los 68 pL resultantes, se tomaron 20 uL para cada estado
redox, para el estado reducido (-SH) se afiadieron 180 uL de H,O (36,43), para el estado
oxidado (disulfuro -S-S-) se afadi6é 8 pL. de DMSO al 100% en condiciones controladas y
posteriormente se agregd 172 pL de agua (44) y para la modificacion por alquilacion con el
fin de bloquear el grupo tiol se utilizd como agente 8 pL de yodoacetamida a 40mM,
posteriormente se realizé un lavado con PBS y un intercambio de buffer empleando un
sephadex (una columna cromatografica de material en gel de filtracion), donde se pasa la
muestras se lava con PBS y posteriormente se centrifuga., posteriormente a la muestra se le
agrega 4 pL. de BME para evitar el quenching y finalmente se agregd 168 uL de H,O (45).

Con el fin de investigar el impacto del estado quimico en la actividad biologica de los
péptidos, se llevo a cabo un ensayo de incubacion de 24 horas en placas de 96 pozos. El
diseno experimental incluy6 la exposicion de cepas bacterianas de referencia, tanto Gram
negativas como Gram positivas, a cada una de estas tres formas peptidicas. Especificamente,
en cada pozo se dispensaron 100 pL de suspension bacteriana estandarizada junto con 10
pL de los péptidos disueltos en agua. Cada combinacion de cepa bacteriana y estado
peptidico se evalud por triplicado para garantizar la robustez estadistica de los datos. Tras
el periodo de incubacion, la viabilidad bacteriana se determind mediante la medicion de la
densidad optica (OD 490 nm) lo que permitid establecer comparativamente la capacidad
inhibitoria o litica de los péptidos en sus estados oxidado, reducido y alquilado.

7.19Evaluacion del efecto sinérgico entre el péptido y Ila
ampicilina mediante un ensayo de combinacion
antimicrobiana.

Para evaluar la actividad antimicrobiana sola y combinada de la Ampicilina y el Péptido, se
disen6 un ensayo de dilucion en microplaca de 96 pozos para generar una matriz de nueve
combinaciones de concentracion (A2P5, A2P10, A2P20; A4P5, A4P10, A4P20; A8PS,
A8P10, A8P20). La nomenclatura indica la concentracion relativa de cada agente, donde 'A’
representa la Ampicilina y 'P' representa el Péptido, seguidos por un valor numérico que
denota el nivel de concentracion utilizado en esa combinacion especifica. Este disefio
factorial permiti6 investigar las interacciones entre los dos agentes, al exponer las cepas
bacterianas a tres concentraciones distintas de Ampicilina (A2, A4, A8) cruzados con tres
concentraciones distintas del Péptido (P5, P10, P20). Los resultados obtenidos de esta matriz
de concentraciones fueron esenciales para determinar la eficacia de la formulacion
combinada en comparacion con los agentes utilizados de forma individual.

Para ello, se prepard un inoculo bacteriano ajustado a 0,5 McFarland y diluido en caldo
Mueller—Hinton hasta alcanzar una concentracion final aproximada de 5x10° UFC/mL en
cada pozo. Cada condicion se analizé por triplicado, junto con un control negativo de LB +
bacteria y otro control para evitar la contaminacion cruzada de medio LB estéril. En cada
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pozo se afiadieron 10 uL de la solucidon de farmaco (péptido, antibidtico o combinacion en
caldo Mueller—Hinton al doble de la concentracion final) y 100 pL del inéculo bacteriano,
alcanzando un volumen final de 110 pL. Las placas se incubaron a 37 °C durante 24 horas
en condiciones estdticas y posteriormente se evalud el crecimiento bacteriano mediante
lectura de densidad optica a 490 nm en el espectrofotometro de microplacas. A partir de los
valores de absorbancia, se calculd el porcentaje de inhibicion respecto al control de
crecimiento, lo que permiti6 determinar la actividad individual y combinada de los
compuestos, estimar valores de ICso mediante ajuste logistico de cuatro parametros y, en el
caso de las combinaciones, calcular el porcentaje de inhibicion de cada una de las muestras
y sus combinaciones para establecer si existia sinergia, efecto aditivo o indiferencia entre el
péptido y la ampicilina.
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CAPiTULO I11. DETERMINACI()N DE ACTIVIDAD
HEMOLITICA Y CITOTOXICA DE LOS PEPTIDOS
ANTIMICROBIANOS.

7.20Evaluacion de hemolisis inducida por péptidos
antimicrobianos en eritrocitos humanos

Para la evaluacion del potencial hemolitico de los péptidos, se recolectdé una muestra de
sangre humana en un tubo con anticoagulante, la cual fue centrifugada a 4500 rpm durante
5 min para separar los eritrocitos del plasma. Posteriormente, ImL de los eritrocitos fueron
lavados tres veces con PBS isotonico, realizando centrifugaciones a 2000 rpm por 3 minutos
en cada paso. Después del ultimo lavado, se ajusto la concentracion celular al 20% (v/v) en
PBS (46).

Una vez preparada la suspension, se incubaron en una placa de 96 pozos 10 puL de eritrocitos
al 20% con 10 pL del péptido en diferentes concentraciones. Las concentraciones del
péptido se prepararon mediante diluciones seriadas 1:2, iniciando en 80 puM y finalizando
en 0.63 uM. La incubacién se realiz6 a 37 °C durante 40 minutos, tiempo necesario para
detectar efectos rapidos del compuesto sobre la membrana eritrocitaria y tiempo dentro del
rango habitual en ensayos estandarizados segun la Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI). Como controles, se utilizd6 PBS con eritrocitos como control negativo, ya
que este no afecta su viabilidad y agua destilada con eritrocitos como control positivo, ya
que genera afectacion en los globulos rojos. Finalizada la incubacion, se afiadieron 100 pL
de PBS a cada pozo y se centrifugé la placa a 1000 rpm durante 3 minutos. Se recolecto el
sobrenadante de cada pozo y se transfirié a una nueva placa de 96 pozos para medir la
absorbancia caracteristica de lisis celular, es decir a 405 nm en un lector de microplacas
(47). El porcentaje de hemolisis se calculo utilizando la siguiente formula:

o A muestra — A control negativo
Hemolisis (%) = — — x 100
Acontrol positivo — Acontrol negativo

7.21Evaluacion de la citotoxicidad de péptidos en fibroblastos
mediante el Ensayo de Viabilidad MTT

Se evalud la viabilidad celular de la linea de fibroblastos inmortalizados mediante un ensayo
colorimétrico de MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio). Este
método se basa en la capacidad de las enzimas deshidrogenasas mitocondriales de las células
vivas y metabdlicamente activas para reducir el MTT a cristales insolubles de formazan de
color morado.
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Inicialmente, los fibroblastos se sembraron en placas de 96 pocillos a una densidad de 1x10*
células/pocillo en 100 uLL de medio completo. Tras 24 h de incubacién a 37°C para asegurar
la adhesion celular, se retird parcialmente el medio y se adicionaron 100 pL de medio
conteniendo el compuesto de prueba en una serie de ocho diluciones finales comprendidas
entre 70 uM a 0 uM (concentraciones finales de 70, 50, 35.7, 25.5, 18.2, 13, 9.3, 0). Cada
concentracion se evalu6 por triplicado técnico. Tras 24 h de tratamiento, se afadié MTT a
una concentracion final de 0.5 mg/mL-! y las placas se incubaron durante 3 a 4 h a 37°C
hasta la formacién visible de los cristales de formazan. El reactivo se elimind
cuidadosamente y los cristales se disolvieron con 100 pL. de DMSO por pocillo, agitando
durante 10 min. La absorbancia se registr6 en un lector de placas a 570 nm. Finalmente, los
valores de absorbancia se normalizaron con respecto al control (fibroblastos sin tratamiento
de péptido) y los resultados se expresaron como la media + error estandar de la media.

7.22Evaluacion de la especificidad de los péptidos mediante un
Modelo de Co-cultivo In Vitro.

Se simularon interacciones bacterianas en un entorno mas complejo con el fin de investigar
ademas de la citotoxicidad la especificidad del péptido en un ensayo preliminar, realizando
un complejo entre bacterias, células y péptidos. Para ello se realizd6 previamente la
preparacion de células y bacterias, en donde se cultivaron células epiteliales de pulmoén
humano 4549 y células embrionarias de riién humano HEK 293 en medio DMEM
suplementado con 10% de FBS y se sembraron las bacterias K. pneumoniae y S. aureus ya
que generan afectaciones a nivel pulmonar y bacterias E. Coli y P. aeruginosa.

Posteriormente se realizo el co-cultivo anadiendo bacterias a las células en una proporcion
de 10:1, teniendo un volumen por pozo de 150 uL por pozo con una concentracién de
péptido 20 uM final sembrado en la caja de 96 pozos con sus respectivos controles (Células
y bacterias solas). La placa se dejo incubar durante 6 horas a 37 °C en condiciones de 5%
de CO.. Luego de la incubacion se anadid rojo neutro -colorante cationico y anfifilico-, el
cual permite medir la viabilidad celular mediante la integridad de la membrana y
funcionalidad lisosomal a los pozos; para ello se retir6 el medio de las células, se prepard
una solucion de 10 mL de rojo neutro disuelto en PBS 33 pg/mL, de la cual se pusieron 100
mL en cada pozo y se dejo incubar por 1 hora, posteriormente se centrifugo, se retir6 la
solucion y se lavo con PBS 1X durante 30 min, nuevamente se retir6 la solucion y se colocod
100 puL por pozo de una solucion reveladora que contenia acido acético glacial (100uL),
agua (5 mL) y etanol al 90% (50 mL). Finalmente se ley6 en un lector de microplacas a 540
nm.
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CORRELACION DE LA ACTIVIDAD
ANTIMICROBIANA CON EL CONTENIDO DE
HELICICIDAD

Para establecer la relacion entre la estructura secundaria de los péptidos y su actividad
bioldgica, se realizd un andlisis de correlacion integrando los resultados de dicroismo
circular (CD), la hemolisis y los valores de ICso obtenidos en los ensayos antimicrobianos.
La helicidad, determinada a partir de los espectros de CD, se utilizd como indicador del
grado de conformacion en hélice o de cada péptido. Posteriormente, estos valores se
contrastaron con los resultados donde se correlaciond la helicidad con los ICso frente a
bacterias objeto de este estudio, analizando si la estructura en hélice favorecia la potencia
antimicrobiana. De igual manera, se correlacion6 el porcentaje de hemolisis en eritrocitos
humanos, con el fin de evaluar si un aumento en la helicidad se asociaba con mayor
citotoxicidad.

= ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados de la presente investigacion se expresaron como media + error estandar de la
media (EEM) a partir de al menos tres experimentos independientes. La significancia
estadistica se evalué mediante diferentes pruebas segun el tipo de anélisis: en algunos casos
se aplico una prueba t de dos colas, no pareada, con correcciéon que asume varianzas
desiguales, utilizando los siguientes niveles de significancia: *p < 0.05; **p <0.01; ***p <
0.005; ****p < 0.001.
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DISENO, SINTESIS Y CARACTERIZACION DE
PEPTIDOS

8.1 Sintesis y caracterizacién de péptidos catiénicos anfipaticos
antimicrobianos

Los péptidos disefiados se obtuvieron mediante la técnica de sintesis en fase solida tipo
bolsas de té, 1a cual permitioé reducir el tiempo de sintesis y optimizar el uso de reactivos,
contribuyendo asi a la economia circular. Los péptidos sintetizados, provienen de cambios
l6gicos en la secuencia de aminoécidos del péptido 43, el original; poseen una longitud de
17 aminodacidos, cuyas masas moleculares fueron calculadas tedricamente utilizando
ProtParam (ExPASy) y determinadas experimentalmente por espectrometria de masas (MS),
como se muestra en la tabla 8.

Tabla 6. Comparacion entre las masas moleculares tedricas y experimentales de los péptidos sintetizados. Los valores
tedricos fueron calculados a partir de la secuencia de aminoacidos utilizando el servidor ProtParam (ExPASy), mientras
que los valores experimentales se obtuvieron mediante espectrometria de masas.

Péptido Masa teodrica (m/z) Masa experimental MS(Da)
36 1884.1 1886.6
37 1898.2 1900.6
38 19532 1955.7
39 1953.2 1955.6
40 1940.1 1942.6
41 1953.2 1955.7
43 1842.1 1844.5

La aproximacion entre las masas teoricas y la masa experimental, valida la pureza y
exactitud en la sintesis quimica y respalda la fiabilidad de los analisis estructurales
posteriores.
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En el analisis informatico se evaluaron variables que incluyeron el indice de hidrofobicidad
media general (GRAVY), el indice alifético, la carga neta a pH fisiolégico (pH 7.0) y el
punto isoeléctrico (pl) estimado. La combinacion de estas propiedades permitié confirmar
el caracter en la mayoria de los péptidos altamente cationicos y anfipaticos. Cabe resaltar
que los péptidos presentan algunos aminodcidos hidrofébicos en comun como Triptéfano
(W), Alanina (A), Leucina (L); Lisina (K) con carga positiva y cisteina (C) con capacidad
de formar enlaces disulfuro, los cuales algunos de estos favorecen la formacion de la hélice
alfa.

Tabla 7. Propiedades fisicoquimicas tedricas de los péptidos sintetizados. Se muestran los valores de hidrofobicidad
promedio (GRAVY, escala de Kyte—Doolittle), indice alifatico, carga neta estimada a pH fisiolégico (pH 7.0) y punto
isoeléctrico (pl) estimado de cada péptido. Los valores mas altos de hidrofobicidad y carga neta se muestran en cursiva.

Péptido GRAYVY (KD) Indice alifatico Carga neta pH7 pl
36 0.7 1324 3.9 10.5
37 0.7 1382 3.9 10.5
38 03 1382 3.9 10.3
39 04 1382 29 10.1
40 04 1382 1.9 9.5
41 04 1382 3.9 103
43 04 114.7 3.9 10.5

Los resultados indicaron que todos los péptidos presentan una naturaleza catidnica (carga
neta positiva entre +2 y +4) y valores de pl elevados (>9), lo cual sugiere que permanecen
cargados positivamente en condiciones fisiologicas. En cuanto a la hidrofobicidad, se
observo que los péptidos 36 y 37 mostraron los valores mas altos de GRAVY (>0.7), lo que
implica una mayor capacidad de interaccion con entornos lipidicos. Los péptidos 38 y 43
presentaron valores de hidrofobicidad moderada (0.3 - 0.4), manteniendo un perfil
compatible con la actividad antimicrobiana. Cabe resaltar que el péptido 43 mostr6é un indice
alifatico inferior al resto (114.7 frente a 132), lo que sugiere una menor estabilidad
estructural asociada a su caracter hidrofébico. Este resultado respalda la hipotesis de que las
modificaciones realizadas en la secuencia de aminodacidos del péptido original contribuyeron
a mejorar la estabilidad estructural de los demas péptidos.

En conjunto, estos resultados infieren que los péptidos poseen propiedades con potencial
para insertarse en bicapas lipidicas bacterianas, lo que justificaria los ensayos posteriores
orientados a confirmar su actividad bioldgica.
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8.2 Determinaciéon del contenido de hélice alfa mediante
Dicroismo Circular

Mediante la determinacion de la estructura secundaria de los péptidos antimicrobianos
sintetizados por dicroismo circular fue posible corroborar los cambios introducidos en la
secuencia del péptido original, los cuales estuvieron orientados a favorecer la conformacion
en hélice o, considerada esencial segun la literatura para la interaccion con membranas
bacterianas y, en consecuencia, para potenciar su actividad antimicrobiana.
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Figura 9. Espectros de dicroismo circular (DC) de los péptidos evaluados registrados en el rango de 190-250 nm.

Los resultados evidenciaron que los péptidos presentaron diferentes porcentajes de
helicidad, con valores que oscilaron entre 7.7% y 45.5 %. El péptido 38 mostr6 una senal
caracteristica de estructura a-hélice, con minimos bien definidos alrededor de 208 y 222 nm,
lo que sugiere una mayor estabilidad estructural y potencial interaccion con membranas
biologicas al alinearse las cargas en una cara de la hélice. En contraste, los péptidos con
menor helicidad, como el péptido 37 y 43, presentaron espectros con sefiales menos
pronunciadas, compatibles con conformaciones mas desordenadas o aleatorias. Infiriendo
que los cambios realizados en la secuencia del péptido original favorecieron la helicicidad.
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Tabla 8. Valores de porcentaje de a helicidad basados en los experimentos por dicroismo circular, utilizando las
absorbancias de 222 nm.

Péptido % Helicicidad D.C
36 143
37 12.7
38 455
39 123
40 109
41 17.0
43 7.7

Estos hallazgos sugieren que pequefias variaciones en la secuencia de aminoacidos influyen
de manera significativa en la capacidad del péptido para adoptar una conformacion
helicoidal. En conjunto, la correlacion entre el grado de helicidad y las masas verificadas
indica que los péptidos mantuvieron sus propiedades tras la sintesis, lo que constituye un
punto de partida fundamental para evaluar su actividad bioldgica.

TECNICAS CONVENCIONALES EN BIOLOGIA
MOLECULAR

Las técnicas convencionales de biologia molecular permitieron confirmar la identidad de las
cepas bacterianas empleadas, tras haber determinado previamente el modelo de crecimiento
y las condiciones de cultivo que se mantuvieron en adelante durante el desarrollo
experimental.

8.2.1 Cepas bacterianas potencialmente patégenas y condiciones de
cultivo

La seleccion de las cepas bacterianas se basé en su potencial patogénico, en el impacto en
salud publica y en su resistencia antimicrobiana, bacterias que se encuentran en la lista de
bacterias prioritarias de la OMS. Estas cepas fueron manipuladas bajo condiciones de
bioseguridad adecuadas para prevenir la contaminacion cruzada, el contagio y la
propagacion. Posteriormente, al ser descartadas, se sometieron a un ciclo de esterilizacion
en caso de encontrarse en medio solido, o a tratamiento con hipoclorito de sodio al 1 % o
peroxido de hidrogeno al 4 % cuando se encontraban en medio liquido.

Asimismo, se establecieron las condiciones Optimas de cultivo para garantizar un
crecimiento bacteriano adecuado. Las bacterias se mantuvieron en medios nutritivos
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empleando 25g/L de Luria-Bertani (LB) para el crecimiento en medio liquido y 15g/L de
agar para medio solido. Los cultivos fueron incubados a 37 °C en medio liquido, realizando
un seguimiento de la densidad optica (OD) a 490 nm para monitorear la cinética de
crecimiento y determinar las fases de cultivo, para asegurar la fase logaritmica de las
bacterias para los ensayos experimentales.

8.2.2 Comportamiento de crecimiento de las cepas bacterianas

Al definir el modelo de crecimiento bacteriano, se tomd como referencia E. coli O157:H7,
dado que presenta el tiempo de duplicacidon mas corto dentro de las cepas trabajadas, lo que
permiti6 representar de manera confiable la dindmica poblacional. Se realiz6 el monitoreo
la OD a 490 nm en diferentes intervalos de tiempo (1-8 h y 24 h) por medio de una curva de
crecimiento, para las horas restantes se realizd un ajuste al modelo logistico de Forma
Modificada de Gompertz para describir el crecimiento microbiano, el cual proporciona un
mejor ajuste a los datos reales de crecimiento; especialmente en la fase de desaceleracion y
la fase estacionaria, porque asume que la tasa de crecimiento disminuye exponencialmente
con el tiempo. En la cual se identificaron claramente tres de las cuatro fases clasicas: fase
de latencia, fase exponencial y fase estacionaria, sugiriendo que la fase de declinacion se
presenta después de las 24h de cultivo.
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Figura 10. Curva de crecimiento bacteriano de E. coli O157:H7 ajustada al modelo logistico de Gompertz.
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Se observa que los cultivos iniciaron en una fase de latencia (0-4 h) se observa un bajo
incremento en la densidad, reflejando el periodo de adaptacion de las bacterias al medio.
Posteriormente, entre las 4 y 8 horas, se evidencio la fase exponencial con un aumento
marcado en la OD, indicando una alta tasa de multiplicacion celular. Finalmente, a partir de
las 8 h hasta las 24 h, los cultivos alcanzaron la fase estacionaria, donde el crecimiento se
estabiliza por limitacion de nutrientes y acumulacion de desechos metabdlicos.
Comportamiento caracteristico de bacterias de rapido crecimiento como E. coli O157:H7,y
sugiere que las demas cepas incluidas, con tiempos de duplicacidon cercanas, presenten
dindmicas similares bajo las mismas condiciones de cultivo.

8.3 Extraccion de ADN gendmico de cepas bacterianas

Este protocolo permiti6 obtener una cantidad suficiente de ADN gendmico, comprobado a
260 nm, el cual fue conservado bajo refrigeracion a —20 °C para posterior confirmacion de
la identidad de las cepas bacterianas mediante PCR convencional, en la tabla 9 se observa
la concentracion de ADN bacterianos obtenido y la pureza de cada muestra.

Tabla 9. Concentracién y Pureza de ADN Gendmico de las cepas bacterianas.

Cepa Bacteriana Concentracion de ADN (ng/pL) Pureza (A260/A280)
Escherichia coli 78.5 1.85
Pseudomona aeruginosa 952 191
Klebsiella pneumoniae 62.1 1.80
Staphylococcus aereus 1059 1.88

Los valores obtenidos garantizan que el ADN gendmico es de alta pureza y cantidad
suficiente para la confirmacion de la identidad de las cepas bacterianas mediante PCR
convencional.

8.4 Reaccion en cadena de polimerasa (PCR)

La PCR convencional permitié amplificar fragmentos especificos de ADN asociados a genes
de virulencia, lo cual ademas de permitir confirmar la identidad de las cepas bacterianas
seleccionadas también valida su potencial patogénico y su inclusion en este estudio.

Como se resume en la Tabla 6, se disefiaron 4 pares de primers dirigidos a genes clave para
cada bacteria, en E. coli O157:H7 se detecto el gen stx24, que codifica la subunidad
catalitica de la toxina Shiga 2, responsable de bloquear la sintesis proteica en células
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eucariotas y asociada a cuadros graves como diarrea hemorragica y sindrome urémico
hemolitico (51). En K. pneumoniae se confirmo la presencia del gen magA, vinculado al
fenotipo hipermucoviscoso y a una capsula protectora que confiere resistencia a la
fagocitosis y facilita infecciones invasivas graves, como abscesos hepaticos y septicemia
(52). En P. aeruginosa se amplifico el gen pscP, relacionado con el sistema de secrecion
tipo III (T3SS), cuya funcidn es la translocacion de toxinas a células huésped, favoreciendo
la evasion inmune y la persistencia en infecciones cronicas (53). Finalmente, en S. aureus
se amplificé el gen SAOUHSC 01561, que codifica una proteina similar a la leucocidina de
Panton-Valentine (PVL), implicada en la lisis de leucocitos y necrosis tisular, asociada a
infecciones cutdneas severas y neumonias necrotizantes (54).

Estos resultados confirman que las cepas seleccionadas poseen factores de virulencia
relevantes y con gran impacto desde el punto de vista clinico y epidemioldgico, lo que
respalda su pertinencia en los ensayos con péptidos antimicrobianos.

8.5 Electroforesis en gel

Los productos amplificados se visualizaron en geles de poliacrilamida al 15%, en donde se
evaluaron diferentes diluciones de ADN en la PCR.

Figura 11. Geles correspondientes a genes de virulencia en cepas bacterianas patogenas. A). Se muestran los amplimeros
especificos de E. coli O157:H7 (stx2A, 241 pb). B). K. pneumoniae (magA, 93 pb). C) P. aeruginosa (pscP, 123 pb). D).
S. aureus (SAOUHSC 01561, 77 pb). Primeros carriles corresponden al marcador de peso molecular (100 pb).
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En cada uno de los geles, se observaron las bandas con la movilidad electroforética esperada;
en el gel A, se observaron los amplimeros especificos de E. coli (stx2A4, 241 pb), en
concordancia con el marcador molecular de 100 pb, donde se presenta una banda intensa de
producto de PCR de un tamafio mediano, y una banda mas débil por encima (posiblemente
un producto inespecifico o un dimero). En el gel B, se identificaron las bandas
correspondientes a K. pneumoniae (magA, 93 pb) donde las bandas son claras y similares
entre los duplicados, representando los productos de PCR especificos para ese par de
cebadores; mientras que en el gel C se detect6 la amplificacion de P. aeruginosa (pscP, 123
pb) donde se observan bandas bajo del peso esperado que parecen ser restos de cebadores
(primer dimers) o de ADN de muy bajo peso molecular. Finalmente, en el gel D se confirmo
la presencia del fragmento esperado de S. aureus (SAOUHSC 01561, 77 pb) en el que
aparece una banda de ADN extremadamente intensa y muy grande (de alto peso molecular).
Los resultados de los geles confirmaron la presencia de los genes diana en cada cepa y por
lo tanto la validacion de la identidad molecular de las bacterias, lo que da confiabilidad del
uso de las cepas para los ensayos antimicrobianos.
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CAPITULO 1. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD
ANTIBACTERIANA DE LOS PEPTIDOS FRENTE A
BACTERIAS GRAM POSITIVAS Y GRAM
NEGATIVAS.

8.6 Perfil de Sensibilidad de bacterias a péptidos mediante la
Técnica de Difusidon en Disco (Antibiograma)

Para evaluar la resistencia o sensibilidad de las cepas bacterianas frente a los péptidos
cationicos anfipaticos, se realizé un screening en medio s6lido en cajas de Petri, donde se
sembraron las bacterias aplicando tratamiento de péptidos a una concentracion final de 15
uM dejando incubar durante 24 h. Las placas fueron analizadas mediante el software ImageJ,
empleando la herramienta de seleccion por cuadrantes con el fin de estandarizar el area de
analisis, donde se seleccionaron 3 cuadrantes por tratamiento, obteniendo una media y
desviacion estandar de los datos.

A).
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Figura 12. Tamizacion de péptidos antimicrobianos para determinar resistencia o sensibilidad frente a diferentes cepas
bacterianas, donde se observa la sensibilidad de los péptidos 36 al 38. A). E.coli O157:H7, B). P. aeruginosa C). Klebsiella
pneumoniae D). S. aureus E). E. Faecalis.

Este procedimiento permitié comparar de manera objetiva el crecimiento bacteriano en
presencia de los péptidos, clasificando las cepas como sensibles (menor niimero de colonias
respecto al original) o resistentes (sin reduccion significativa del crecimiento), encontrando
que todas las cepas bacterianas presentaron sensibilidad frente alguno de los péptidos.

Tabla 10. Porcentaje de inhibicién del crecimiento bacteriano en presencia de péptidos catidnicos anfipaticos a una
concentracion de 15 pM. Se muestran el conteo arrojado por ImageJ de las unidades formadoras de colonia (UFC), el
porcentaje de inhibicion calculado respecto al control bacteriano (CB, sin péptido), NI, indica que no hubo inhibiciéon y la
clasificacion de sensibilidad (sensible: > 50% de inhibicion; resistente, < 50% de inhibicion).

Bacteria E. coli O157:H7 P. aeruginosa K. pneumoniae S. aureus E. faecalis
& = 2 2 2 2 2
36 1643+36 NI 119.7+3.1 17 1007+15 NI  713=+1.1 37 59+00 78
37 7315 92 10.0+2.0 93 233+21 74 10.3 0.1 91 1.1+0.1 96
38 212.7+76 NI 88.0+1.0 39 523+32 42 934=£19 17 153+03 43
39 77.0£4.6 16 1043+15 28 83.3+20 8 89.0+27 21 9.0+0.0 67
40 413+£16 55 103.7+25 28 453 +1.1 50 96.5+20 14  73£05 73
41 65.0+£2.0 29 77.3+£4.0 47 102.0+39 NI 28,610 75 20+0.1 93
43 223+£15 76 77.0 £1.7 47 88.2+4.1 2 414+12 63 213+15 21
CB 91.6 +4.1 0 144.6 £5.1 0 90.4+£35 0 112.6 +8.1 0 27.0+26 0
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El screening evidencid patrones diferenciados de sensibilidad entre las cepas bacterianas
evaluadas. E. coli O157:H7 mostrd sensibilidad frente a los péptidos 37, 40 y 43, mientras
que P. aeruginosa Unicamente fue sensible al péptido 37. En el caso de K. pneumoniae, se
observo sensibilidad frente a los péptidos 37 y 40. Por su parte, S. aureus presentd inhibicion
significativa con los péptidos 37, 41 y 43; finalmente, E. faecalis se caracterizd por ser
sensible a un mayor numero de péptidos, especificamente 36, 37, 39, 40 y 41. Este ensayo
permitid6 observar que las cepas son sensibles, por lo cual se procede a definir la
concentracion minima inhibitoria capaz de reducir el 50% de las bacterias (ICso).

8.7 Determinacion de la Concentracidon Inhibitoria Media (ICso)
de péptidos antimicrobianos mediante Microdilucion en
Caldo.

Este experimento, uno de los mas relevantes en este estudio, permitié observar inicialmente
por un ensayo colorimétrico la reduccion de la actividad metabdlica de las bacterias y
establecer la actividad antibacteriana de los péptidos mediante el calculo del ICso por medio
de un modelo matematico, derivado de la cinética a 6 concentraciones diferentes de los
péptidos.

El ensayo colorimétrico con resazurina, se utilizd6 como indicador de viabilidad de las
bacterias, permitiendo observar que se presentd una reduccion de la actividad metabolica de
las bacterias con el tratamiento de péptidos 37 y 38 a 20 uM, donde los pozos se mantuvieron
de color azul/purpura; mientras que, los demds pozos con el tratamiento de los demas
péptidos y en diferentes concentraciones se observé un cambio de coloracion de
azul/puirpura a rosado, donde se evidencia una alta actividad metabolica, la cual fue
comparada con el control de crecimiento de bacterias en ausencia de tratamiento.

—
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®

®
®
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Figura 13. Determinacion de la actividad metabolica de E. coli O157:H7 tratada con péptidos antimicrobianos (36 al 43)
a 6 concentraciones diferentes (entre 20 y 0,63 uM) tras 24 h de incubacion. Se utilizé el ensayo colorimétrico con
resazurina como indicador de viabilidad, en donde se observa en los pozos de los péptidos 37 y 38 a 20 uM el cambio de
color de azul/purpura (ausencia o reduccion del metabolismo bacteriano) y rosado para los demés péptidos y
concentraciones bajas (crecimiento bacteriano). El control bacteriano (CB) muestra la viabilidad total de la cepa en

ausencia de tratamiento.

Este cambio colorimétrico, indico que, a 24 h, para todas las cepas bacterianas se observa
una posible inhibicién con los péptidos 37 y 38 a la concentracion mas alta probada (20
uM), mientras que para los otros péptidos y concentraciones mas bajas no se observa una
disminucion de la poblacion bacteriana. Sin embargo, este cambio colorimétrico no permitid
identificar una concentracion de péptido minima inhibitoria para cada cepa bacteriana, por
lo que se determinoé el ICsp a partir de la cinética de crecimiento bacteriano donde se realizo
el tratamiento de datos, teniendo en cuenta el comportamiento de las cepas bacterianas en
presencia de los péptidos a diferentes concentraciones durante 24 h.
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Figura 14. Cinética de crecimiento de bacterias en presencia de péptidos catiénicos anfipaticos. A). Comparacion del
efecto inhibitorio de los péptidos 36 al 43 a 20 uM frente al control bacteriano (CB) de todas las cepas evaluadas mediante
OD 490 nm durante 24 h.(B) Ensayo de concentracion—respuesta del péptido 37/38 frente a la bacteria correspondiente,
donde se muestran curvas de crecimiento a 20, 10, 5,2.5,1.25 y 0.63 uM. La inhibicion total se alcanz6 a 20 uM, mientras
que concentraciones intermedias retrasaron o redujeron la cinética de crecimiento de manera dosis-dependiente.
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En las graficas se observa que el crecimiento de las cepas bacterianas crece de forma tipica,
con una fase exponencial clara y alcanzando la mayor OD (~0,4 - 0,7) hacia las 24h,
indicando que el medio fue el adecuado y las bacterias viables. En E. coli se observa que los
péptidos 36, 39 y 40 muestran un crecimiento similar entre si con curvas que alcanzan un
nivel intermedio OD (~0,4 - 0,5), indicando una inhibiciéon parcial del crecimiento,
reduciendo la densidad bacteriana con respecto al control de crecimiento de bacterias (CB).
El péptido 41 muestra un crecimiento similar al CB, mientras que el 43 muestra una
inhibicion parcial sostenida en el tiempo, mientras que los péptidos 37 y 38 no muestran un
alza de la OD, lo que indica que hubo una inhibicién casi completa durante las 24h de
incubacion. En cuanto al comportamiento del 37, se denota una actividad fuertemente
relacionada a la concentracion, a 20 uM la OD se mantuvo todo el tiempo cercano a cero,
en 10 uM se observa una inhibicion muy marcada y sostenida, a5 uM y 2.5 uM se observa
una inhibicion parcial dependiente de la dosis, en 1.25 uM se observa un crecimiento
sostenido, con un retardo en la fase exponencial y una OD final menor al control.

Para P. aeruginosa se observa un comportamiento diferencial en funcion del tratamiento.
Los péptidos 37 y 38 inhibieron completamente el crecimiento bacteriano durante las 24 h
de incubacién, manteniendo valores de OD cercanos a cero, lo que evidencia un efecto
posiblemente bactericida. Por su parte, los péptidos 36, 40 y 43 redujeron significativamente
la densidad optica final en comparacion con el CB, aunque sin impedir totalmente la
proliferacion, mostrando un efecto inhibitorio parcial. En contraste, los péptidos 39 y 41
permitieron un crecimiento mas cercano al control bacteriano, alcanzando densidades
opticas elevadas al final del ensayo, lo que indica una baja eficacia inhibitoria frente a esta
cepa. En cuanto el gradiente de concentraciones se observa que a 2.5 pM supera la OD
control, mientras que en 0.65; 1.25 y 5 uM tienen un comportamiento similar de crecimiento
al control, en 10 uM se observa un crecimiento controlado y en 20 uM no se observa un
aumento de la OD.

Frente a k. pneumoniae se observa que el 41 y 39 sobrepasan el crecimiento del control de
bacterias, mientras que el 43, 40, 38 y 36 muestran un comportamiento similar entre si, en
donde se sostiene efecto del péptido, deteniendo parcialmente el crecimiento; el 37 no
muestra un alza de la OD que se aleje del 0. En cuanto al gradiente del 37, se observa que
unicamente a 20 pM se mantiene la inhibicion durante 24 horas, mientras que los otros
péptidos exceden la OD del control de crecimiento. Para S. aureus, los péptidos 37 y 38
mantienen una inhibicion casi total y sostenida, seguida de una inhibicion con un alza menos
al 50%, indicando una inhibicidn parcial, junto con el péptido 40, mientras que el 41 excede
el CB y el 36 y 39 tienen un crecimiento similar al CB, pero luego su actividad se ve
sostenida.

Finalmente, en E. faecalis se observa una inhibicion del péptido 37 y 38 manteniendo la OD
en cero durante todo el ensayo, mientras que los péptidos 36, 39 y 40 redujeron el
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crecimiento en distintos niveles, pero sin impedirlo totalmente. En contraste, el péptido 43
mostro un efecto intermedio, y el 41 presentd un aumento del CB. El ensayo de
concentracion—respuesta del péptido 37 confirmé su alta potencia frente a E. faecalis. A 20
UM la inhibicion fue total, mientras que a 10 uM el crecimiento fue minimo y estable en
tiempos iniciales. A concentraciones de 5 y 2.5 uM se evidencid inhibicion parcial, con
reduccion significativa de la OD final. En contraste, a 1.25 y 0.63 uM el crecimiento fue
cercano al control, lo que indica que la actividad del péptido se pierde en bajas
concentraciones.

Se calculod el ICso a partir de la cinética de crecimiento bacteriano frente a diferentes
concentraciones de péptido durante 24 h. Para ello, los datos experimentales fueron
graficados y ajustados mediante un modelo logistico empleando la herramienta Solver, a
partir del cual se obtuvo la ecuacion de la curva y se calculo el valor de x cuando y = 0.5,
como se presenta en el Anexo 11.1. Los valores mas bajos de ICso se registraron para el
péptido 37 en E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae y E. faecalis. En contraste, el péptido
38 mostré valores similares a los del péptido 37, aunque en S. aureus evidencidé una mayor
sensibilidad.

Tabla 11. Valores de concentracion inhibitoria media (ICs, en uM) de los péptidos catidnicos anfipaticos frente a
diferentes bacterias patdogenas (E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae, S. aureus y E. faecalis). Los resultados se expresan
como media + error estandar. El valor NI indica que no se observo inhibicion a las concentraciones evaluadas.

I1Cso (uM)

Bacteria — . . . .
Péptido | E. coli O157:H7  P. aeruginosa K. pneumoniae S. aureus E. faecalis
36 432402 18.9402 30.6 0.1 60.0+0.1 NI
37 9.8:£0.1 6.1+01 127402 8302 104 +0.1
38 107403 82410 168402 75402 123410
3 545402 207401 558401 339401 345401
40 412402 19.5+02 192401 20.7£0.1 216402

41 NI NI 1217401 NI NI
43 24.1+0.1 10.8 402 20.5£0.1 151401 19.0£0.1

Los resultados arrojan que los péptidos 37 y 38 inhiben el crecimiento de todas las cepas
bacterianas, mientras que el péptido 41 no muestra inhibiciéon en ninguna de ellas. Al
correlacionar la secuencia del péptido 41 con el 38, se evidencia un cambio de isoleucina
por leucina en el extremo C-terminal, fundamental para que este pueda mantener la
conformacion helicoidal, favorecer la interaccion hidrofobica con la membrana bacteriana
y, €n consecuencia, ejercer su efecto antimicrobiano. La leucina, al ser un aminoacido de
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naturaleza hidrofobica y con una cadena lateral ramificada, contribuye a reforzar la
anfipaticidad de la hélice alfa, estabilizando su estructura y facilitando la insercion del
péptido en la bicapa lipidica bacteriana. Esta caracteristica es esencial para promover la
desestabilizacion de la membrana y el colapso del gradiente electroquimico, lo que explica
la mayor eficacia observada en el péptido 38 frente a multiples cepas patdgenas. Mientras
que la Isoleucina presenta una ramificacion en el carbono 3, més rigida y menos compatible
con la geometria helicoidal por impedimentos estéricos. Esta diferencia sugiere que la
modificacién de residuos clave en posiciones terminales puede determinar de manera critica
la eficacia antimicrobiana de los péptidos disefiados.

También, se quiso determinar como el péptido dependiendo de la concentracion se comporta
con el tiempo, es decir como para cada bacteria, cada péptido mantiene la inhibicion menor
al 50% segln el tiempo en cada concentracion para ello se aplicod el mismo modelo
matematico pero esta vez se despejo el tiempo. La duracion de la actividad depende de la
concentracion (no solo el momento de alcanzarla, sino cuanto tiempo se sostiene por debajo
del 50%).

Tabla 12. Tiempo (h) transcurrido antes de que la inhibicion del crecimiento sea menor del 50% (ICso) en presencia de
diferentes péptidos catidnicos anfipaticos, evaluados a seis concentraciones (20, 10, 5,2.5, 1.25 y 0.63 uM). Los valores
corresponden al promedio de tres réplicas + desviacion estandar. Se presentan los datos obtenidos para E. coli y, de manera
analoga, se incluiran los resultados correspondientes a P. aeruginosa. K. pneumoniae. S. aureus y E. faecalis. Se sehala
>24 cuando no hubo crecimiento de la bacteria durante el tiempo medido.

E. coli 0O157:H7 Tiempo (h)
C““;ggg;f‘i“_’ 20 10 5 25 125 0.63
36 54+00 0.9+00 0.7+0.0 1.1+0.0 0.8+0.0 04+00
37 >24 8.3+00 43+00 45+£00 23+£00 1.3+£00
38 >24 6.4+0.0 42+00 3.7+00 2.0+£00 2.7+£00
39 4.0+00 3.9+00 34+00 3.8+00 1.4+00 3.8+00
40 35+00 3.8+£00 3.6+00 3.7+00 1.1£00 3.8+£0.0
41 62+00 32+00 3.6+00 3.4+00 1.3+£00 3.7+£0.0
43 83+00 53400 34+00 3.7+00 1.0+£0.0 3.7+£0.0
P. aeruginosa Tiempo (h)
36 3.6+00 02+00 0.8+0.0 1.1+£0.0 0.8+0.0 03+00
37 >24 5.8+0.0 43+00 3.5+00 23+00 1.3+£00
38 >24 4.7+£00 3.6+00 42+00 1.7+0.0 1.7+0.0
39 3.8+00 4.0+00 34+00 4.0+00 1.4+00 2.6+00
40 1.3+£00 33+00 3.6+00 3.6+00 1.4+£00 3.1+£00
41 6.2+00 32+00 3.6+00 3.6+00 1.4+00 3.1+£00
43 6.2+0.0 4.0+00 3.8+00 3.9+00 1.1+0.0 25+00
K. pneumoniae Tiempo (h)
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36 3.7+00 0.2+0.0 0.8+0.0 1.1+00 0.8+0.0 03+00
37 6.2+0.0 55+00 3.8+00 3.7+00 2.3+00 1.3+£00
38 59+00 4.7+00 33+00 3.6+00 1.7£00 1.7£00
39 1.8+00 1.2+00 1.4+00 2.0+0.0 14+00 2.3+00
40 09+0.0 1.0£0.0 1.0+£0.0 3.7+00 1.2+00 2.9+0.0
41 3.6+0.0 3.8+00 34+00 3.5+00 1.4+00 2.5+0.0
43 5.8+00 32+00 1.8+0.0 3.7+00 1.2+00 2.3+00
S.aureus Tiempo (h)
36 6.2+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+£00 0.8+0.0 03+00
37 >24 6.3+0.0 6.2+0.0 62+00 0.0+0.0 0.0+£0.0
38 >24 6.2+00 6.2+0.0 0.0£0.0 2.0+0.0 0.0+0.0
39 6.2+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+£00 0.0+0.0 0.0+£0.0
40 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+£00 1.3+£00 0.0+£0.0
41 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+00 1.5£00 0.0£00
43 6.3+0.0 62+00 0.0+0.0 3.7+£00 1.3+£00 0.0+£0.0
E. faecalis Tiempo (h)
36 44+00 0.2+0.0 0.8+0.0 1.1+£0.0 0.8+0.0 03+00
37 >24 6.4+00 4.6+0.0 35+00 23+00 1.4+00
38 >24 45+00 4.6+00 3.1+00 1.6+00 3.0+00
39 1.5+0.0 2.6+0.0 2.6+00 1.8£00 1.4+£00 3.8+00
40 1.7+00 2.7+0.0 2.6+00 2.9+00 1.3+00 39+00
41 3.7+00 2.6+0.0 2.6+00 3.0+00 1.4+00 3.7+00
43 62+00 4.6+0.0 4.7+0.0 33+00 1.1+£00 3.7+£00

En E. coli O157:H7, los péptidos evaluados mostraron una relacion clara entre la
concentracion y la duracion de la inhibicion. El péptido 36 mantuvo el crecimiento por
debajo del 50% por largos periodos, incluso en bajas concentraciones (0.4 - 1.1 h entre 0.63
- 2.5 uM), y prolong6 su efecto hasta 5.4 h a 20 uM. En contraste, los péptidos 37 y 38
extendieron la inhibicidn mas tiempo a altas concentraciones (>24 h, respectivamente, en 20
uM), pero redujeron notablemente su duracion a dosis intermedias (2 h en 2.5 uM). Los
péptidos 39, 40 y 41 mostraron una duracion estable de 3 - 4 h en la mayoria de las
concentraciones, aunque en 1.25 uM se observo un efecto mas corto (1.1 - 1.4 h). El péptido
43 fue el que mostré6 una mayor persistencia en altas dosis (8.3 h a 20 uM), pero en
concentraciones bajas la inhibicion se redujo a 1 h, lo que indica una marcada dependencia
de la dosis.

Para P. aeruginosa, el péptido 36 mantuvo inhibiciéon muy prolongada en 20 puM (3.6 h),
pero en bajas concentraciones como 10 - 0.63 uM la duracién fue menor (0.2—1.1 h). Los
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péptidos 37 y 38 mostraron un patron dosis-dependiente, alcanzando duraciones de 5.8 - 4.7
hy 24 h en altas concentraciones (10-20 uM), pero reduciéndose a 1.7 - 2.3 h en dosis bajas.
Los péptidos 39, 40 y 41 conservaron una duracion moderada de la inhibicion (3 - 4 h) en
casi todas las concentraciones, con la particularidad de que a 1.25 uM el efecto fue mas
breve (1.4 h). El péptido 43 también mostré mayor persistencia en 20 uM (6.2 h), mientras
que en concentraciones bajas el efecto disminuy6 a 1.1 - 2.5 h.

Se observo en K. pneumoniae, un perfil marcado de prolongacion de la inhibicidon con dosis
altas. El péptido 36 alcanzo6 una duracion de 3.7 h en 20 uM, mientras que en 0.63 - 5 uM
el efecto fue mas corto (0.3 - 1.1 h). El péptido 37 mostr6 un efecto prolongado en 20 uM
(6.2 h), reduciéndose a 1.3 h en 0.63 uM. Algo similar ocurrié con el péptido 38, que paso
de 59 hen 20 uM a 1.7 h en 1.25 uM. Los péptidos 39, 40 y 41 tuvieron duraciones
relativamente constantes de 1 - 3 h en todo el rango de concentraciones, mientras que el
péptido 43 alcanz6 5.8 h en 20 uM, reduciéndose a 1.2 - 2.3 h en bajas concentraciones.

El comportamiento de S. aureus fue particular: varios péptidos mostraron inhibicidon
inmediata y prolongada en bajas dosis, mientras que en altas la duracion fue corta o nula. El
péptido 36 prolongo el efecto hasta 6.2 h en 20 pM, pero en concentraciones bajas (0.63 -
2.5 uM) la inhibicidn se mantuvo casi nula o cercana a 0 h, salvo en 1.25 uM (0.8 h). Los
péptidos 37 y 38 mostraron una inhibiciéon durante las 24 h a 20 uM, pero a 10 - 5 uM
lograron extender la inhibicion hasta 6.2 h, reduciéndose a valores nulos en dosis bajas. El
péptido 39 mostr6 una inhibicidon completa y sostenida en casi todas las dosis, con tiempos
de 6.2 h a 20 pM y ausencia de crecimiento en concentraciones intermedias y bajas. Los
péptidos 40, 41 y 43 presentaron un perfil similar: sin efecto a 20 uM, pero con duraciones
mas largas (hasta 6.3 h) en dosis intermedias, y ausencia de inhibicion en las més bajas. Esto
sugiere una respuesta inversa a la concentracion en S. aureus.

En E. faecalis, el péptido 36 mantuvo la inhibicion durante 4.4 h en 20 uM, pero en bajas
concentraciones el efecto se redujo a 0.2 - 1.1 h. Los péptidos 37 y 38 alcanzaron valores
altos en 20 uM (24 h), pero a dosis menores la duracion fue de 1.6 -3.5 h. Los péptidos 39
y 40 mostraron duraciones intermedias, de 1.5 - 2.9 h en casi todo el rango, con una ligera
prolongacién en 0.63 uM (3.8 - 3.9 h). El péptido 41 presentd una duracion estable alrededor
de 2.6 - 3.7 h, sin gran variacion por concentracion. Finalmente, el péptido 43 se mantuvo
como el de mayor persistencia en altas dosis (6.2 h a 20 uM), reduciéndose a 1.1 h en bajas
concentraciones.

En general, los péptidos cationicos evaluados mostraron una dependencia clara entre la
concentracion y el tiempo durante el cual la inhibicién del crecimiento bacteriano se
mantuvo por debajo del 50%. En la mayoria de los casos, las concentraciones altas
prolongaron la duracion de la inhibicidn, aunque en algunas bacterias como S. aureus se
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observo un patron inverso, donde las dosis intermedias generaron los efectos mas sostenidos.
Con base en estos hallazgos, el siguiente paso sera determinar si la inhibicion observada
corresponde unicamente a un efecto bacteriostatico un efecto bactericida.

8.8 Evaluacion de la naturaleza de la actividad antimicrobiana
de los péptidos: Efecto Bacteriostatico o Bactericida.

Tras el ensayo en placas de agar se observd un efecto bactericida en bacterias Gram
negativas y un efecto bacteriostatico en Gram positivas. Esto permite inferir que el que el
péptido 37 ejerce una accion diferencial segun la estructura de la pared bacteriana a esa
concentracion de bacterias.

Figura 15. Efecto del péptido 37 (20 uM) sobre bacterias patdgenas. Se observa un efecto bactericida en las Gram
negativas (E. coli (B1). P. aeruginosa (B2) y K. pneumoniae (B3)). evidenciado por la ausencia de crecimiento tras la
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reinoculacion. mientras que en las Gram positivas (S. aureus (B4) y E. faecalis(B5)) se evidencié un efecto bacteriostatico.
con inhibicién del crecimiento sin eliminacion total de la poblacién bacteriana.

En efecto bactericida en Gram negativas, posiblemente puede ser atribuido a su arquitectura
celular: una delgada capa de peptidoglicano y la presencia de una membrana externa rica en
lipidos y moléculas cargadas que favorecen la interaccion electrostatica con el péptido
catidnico. Esta afinidad facilita la insercion en la bicapa, la desestabilizacion de la membrana
y la consecuente lisis celular, generando muerte bacteriana. Por el contrario, en Gram
positivas se observa un efecto bacteriostatico, donde posiblemente la gruesa capa de
peptidoglicano actia como una barrera fisica que restringe el acceso del péptido a la
membrana citoplasmatica, reduciendo su capacidad de causar dafio estructural directo.

Estos hallazgos son consistentes con estudios previos que reportan que la eficacia de los
péptidos antimicrobianos depende no solo de su estructura catidonica y anfipatica, sino
también de las propiedades fisicoquimicas de la membrana blanco. Desde el punto de vista
clinico, este comportamiento diferencial resulta relevante, ya que sugiere que el péptido 37
podria ser utilizado como una estrategia bactericida frente a infecciones por Gram negativas
multirresistentes; mientras que en Gram positivas podria emplearse como un agente de
control del crecimiento bacteriano, potencialmente en combinacion con otros antibidticos.
Por ello se quiere tratar de observar efectos sobre la membrana bacteriana con el tratamiento
de los péptidos a través de microscopia.

8.9 Visualizacion y localizacidon de un péptido rodaminado en la
superficie bacteriana por Microscopia de Fluorescencia.

Con el fin de evaluar si el péptido presentaba una interaccidn especifica con las bacterias, se
empleo el péptido 38 marcado con rodamina, esto, por haber mostrado un alto potencial
antimicrobiano en las pruebas anteriores y porque se encontraba dentro de los péptidos
marcados (36, 38 y 41).

E. coli

Pagina | 87



Resultados y discusién 88

P. aeruginosa

K
preumoniae

S. aureus

E. faecalis

Figura 16. Microscopia de fluorescencia y contraste de fase de bacterias Gram negativas y Gram positivas sin tratamiento
(control) y tratadas con el péptido 38 rodaminado a 20 pM. La fluorescencia de color rojo muestra que el péptido
posiblemente se esta uniendo o interactuando con la membrana bacteriana. Barra de escala: 50 um. objetivo 20X.
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En algunas cepas bacterianas, como P.aeuruginosa y K.pneumoniae se utilizé una mayor
concentracion de péptido rodaminado ya que la concentracion de bacterias medidas por la
OD fue mas alta. Las observaciones de microscopia evidenciaron una posible interaccion
directa con la membrana bacteriana. Esto, sugiere una posible unioén superficial o que
incluya un proceso de insercion en la bicapa lipidica, sin embargo, experimentos adicionales
permitiran definir el rol exacto de los péptidos con estas bacterias.
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CAPITULO II. RELACION ENTRE PROPIEDADES
FISICOQUIMICAS Y ESTRUCTURALES DE LOS
PEPTIDOS Y ESPECIFICIDAD BIOLOGICA

8.10Medicion de la afinidad del péptido por fases organicas o
acuosas mediante Coeficiente de Particion

Los resultados obtenidos muestran que tanto en la fase acuosa como en la fase organica

existen cambios en la cantidad de particulas absorbidas tras el tratamiento con péptidos, lo

que sugiere una alta lipofilicidad y, por tanto, una marcada afinidad de estos compuestos por

la fase organica, andloga a la membrana celular. Para visualizar con mayor precision ese
corrimiento, se dividio el grafico en fase organica y acuosa.
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Figura 17. Espectros de absorbancia de coeficiente de particion en presencia del péptido rodaminado en un sistema aceite
de olivay PBS como modelo de membrana. A). Espectro de la muestra con y sin péptido 38 en fase acuosa y fase organica,
con sus respectivos controles (PBS, agua, péptido en solucion acuosa y aceite de oliva). B). Espectro de la muestra de fase
acuosa y organica con el péptido, en donde se evidencia una disminucion de particulas en la fase acuosa y un incremento
en la fase organica, indicando redistribucion o desagregacion de particulas. Concentracion final de los péptidos: 10 uM.

Los controles (PBS, agua, péptido en solucion acuosa y aceite de oliva) mostraron que tanto
el agua, como el PBS y el aceite de oliva no presentan particulas en suspension. En cambio,
la solucion con péptidos si contiene particulas, aunque de tamafio relativamente pequeio,
ya que la dispersion de la luz observada no fue elevada.

Alrealizar las mezclas de aceite con la fase acuosa en presencia del péptido rodaminado, se
evidencio que este rompe la emulsion o disminuye el numero de particulas grandes,
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generando particulas mas pequefias, lo cual se reflejo en los cambios de absorbancia
registrados. Un comportamiento similar se observo en la fase acuosa.

En conclusion, el péptido tiene la capacidad de desestabilizar la emulsion o microemulsion
formada, aunque el mecanismo exacto de este fenomeno aun no se comprende del todo. Si
bien los datos no permiten inferir de manera directa el mecanismo de accion, si constituyen
un punto clave para confirmar la afinidad de los péptidos por ambientes lipidicos, lo que
respalda su potencial interaccion con membranas bacterianas.

8.11Determinacién del tamafio hidrodinamico de péptidos en

Medios Acuosos y Organicos por Dispersion Dinamica de la
Luz (DLS).

El analisis por DLS confirmé que el péptido 38 modifica de manera significativa la
organizacion de las fases acuosa y organica. El agua mostrd particulas homogéneas
pequeinas, mientras que el aceite presentd poblaciones muy grandes y heterogéneas. En
contacto agua—aceite, ambas fases incrementaron el tamafio de particulas, evidenciando
agregacion. Con la adicion del péptido 38, la fase acuosa redujo notablemente su tamafio
promedio y se homogeniz6, sugiriendo un efecto solubilizante o estabilizador. En la fase
organica, aunque se redujo el tamano global, se mantuvo una distribucion bimodal y
heterogénea, lo que indica que el péptido puede interactuar parcialmente con agregados
lipidicos sin desestabilizarlos por completo.
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Figura 18. Efecto del péptido 38 sobre el tamafio hidrodindmico de las fases acuosa y organica. El analisis de DLS mostro
el promedio de tamafio de particula para cada condicion. En la fase acuosa, no se observaron diferencias significativas en
el tamafio promedio al comparar la condicion sin péptido (FA)y con péptido (FA + Péptido 38) (ns, p > 0.05). En contraste,
en la fase organica se evidencid un incremento altamente significativo en el tamafio promedio de particula al adicionar el
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péptido (FO vs. FO + Péptido 38, ****p < (0.001) y con mismo valor de p, comparando FA + Péptido 38 vs. FO + Péptido
38 respecto a las fases sin y con péptido, teniendo los controles de aceite y agua.

La prueba t de Student mostr6 que entre la fase orgéanica y la acuosa se obtuvo un valor de
p =0.0001 (****) indicando una diferencia altamente significativa. En la comparacion de
la fase acuosa con y sin péptido se observé un valor de p = 0.1739 (ns), lo cual no representa
una diferencia significativa. En contraste, la comparacion de la fase organica con y sin
péptido arrojé un valor de p = 0.0001 (***%*), evidenciando una diferencia altamente
significativa.

El analisis por DLS mostré que el péptido 38 interactiia tanto con la fase acuosa como con
la organica. En agua, promueve la disolucion y homogeneizacion de particulas, mientras que
en la fase organica se asocia con micelas o agregados lipidicos sin desestabilizarlos por
completo. Este comportamiento anfipatico respalda su afinidad por entornos lipidicos y
explica en parte su eficacia antimicrobiana frente a bacterias Gram negativas. No obstante,
sera necesario confirmar si mantiene su estructura en distintos solventes y correlacionar
estos hallazgos con los obtenidos por dicroismo circular.

8.12 Andlisis de la estabilizacion conformacional (Hélice a) de
péptidos en diferentes solventes mediante Espectroscopia
Infrarroja de Reflectancia Total Atenuada (IR-ATR)

Se presentan los datos correspondientes a un andlisis de deconvolucion espectral donde se
separan las contribuciones de estructuras secundarias, en este caso hélice a, cuando el
péptido se disuelve en diferentes solventes, por lo cual la estructura del péptido puede verse
afectada, los valores se encuentran en el anexo 11.2.
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Figura 19. Distribucion porcentual de las estructura secundaria de helice alfa del péptido 37 en diferentes condiciones de
solvente (H-0, PBS, SDS, Triton y Tris). Los porcentajes se obtuvieron mediante deconvolucion espectral en la region de
amida I, mostrando la contribucion relativa de hélice a.
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En agua, el péptido mostré un 18% de contenido en hélice a, mientras que en PBS este valor
aumento hasta 25%, indicando una mayor estabilizacion de dicha conformacion. En
contraste, en presencia de detergentes como SDS y Triton X-100, la contribucion de hélice
o disminuy6 drasticamente (2% y 0,65%, respectivamente). En Tris, también se detecto un
bajo porcentaje de esta estructura. En conjunto, estos resultados confirman que la
conformacion del péptido 37 depende fuertemente del medio, con una clara preferencia a

adoptar estructura a-helicoidal en agua y PBS.
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Figura 20. Distribucion porcentual de helice alfa del péptido 38 en diferentes condiciones de solvente (H-O, PBS, SDSy
Tris). Los porcentajes se obtuvieron mediante deconvolucion espectral en la region de amida I, mostrando la contribucion

relativa de hélice o.

El péptido 38 también mostré un perfil conformacional altamente dependiente del medio.
La grafica evidencia que la conformacion helicoidal del péptido en PBS, se observa la mayor
proporcion de hélice a (~55%), lo que sugiere que los componentes salinos estabilizan esta
estructura, mientras que en agua el valor es intermedio (~25%), indicando una tendencia
parcial hacia la helicidad. En contraste, en SDS y Tris la helicidad es minima (<5% y cercana
a 0%, respectivamente), reflejando que estos entornos no favorecen la estabilizacion de la
estructura secundaria. En conjunto, los datos confirman que la estabilidad estructural del
péptido se potencia en medios fisiolégicos como PBS, mientras que detergentes y tampones
como Tris promueven conformaciones desestructuradas.
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Figura 21. Distribucion porcentual de las estructura de helice alfa del péptido 43 en diferentes condiciones de solvente
(H:20, PBS, SDS y Tris). Los porcentajes se obtuvieron mediante deconvolucion espectral en la region de amida I,
mostrando la contribucion relativa de hélice a.

En PBS se alcanza el mayor porcentaje de hélice a (~23%), lo que indica que este tampon
estabiliza mejor la estructura secundaria. En agua, la helicidad es intermedia (~15%),
reflejando una tendencia parcial a mantener la conformacion helicoidal. Por el contrario, en
SDS la helicidad disminuye drasticamente (~3%), y en Tris es practicamente nula, lo que
evidencia que estos entornos desestabilizan la estructura. En conjunto, los datos sugieren
que condiciones fisiologicas como PBS favorecen la formacion de hélice o, mientras que
detergentes y tampones como Tris promueven estructuras desordenadas.

En conjunto, los resultados obtenidos evidencian que la conformacion y el comportamiento
del péptido estan fuertemente condicionados por el entorno quimico. En agua, el péptido
tiende a mantener cierta helicidad. En PBS, el comportamiento es ain mas marcado, con el
mayor porcentaje de hélice a, en Tris, por el contrario, la helicidad es muy baja, lo que,
sugiriendo un entorno poco favorable para la organizacion del péptido, seguramente
relacionado por las cargas positivas del solvente que repelen con las cargas del péptido.
Finalmente, en presencia de detergentes, el péptido se comporta de manera diferencial: con
SDS se observa una pérdida casi total de helicidad; mientras que con Triton X-100 los
cambios son intermedios. Estos hallazgos en conjunto confirman que el péptido catidonico y
anfipatico responde de forma dinamica a la naturaleza del solvente, mostrando un equilibrio
en la adopcion de estructuras secundarias que depende criticamente del medio en el que se

encuentra.
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8.13Evaluacion del Perfil de Solvatacién de péptidos mediante
fluorescencia de un péptido rodaminado

Se realiz6 un ensayo de fluorescencia con el péptido 38 marcado con rodamina, empleando
un termociclador configurado en el canal Texas Red. El objetivo fue evaluar la orientacion
de las regiones hidrofobicas e hidrofilicas durante la agregacion. Para ello se utilizaron como
solventes agua, Tris y PBS, en concordancia con los analisis previos de IR-ATR, ademas de
bajas concentraciones de detergentes, aceite (simulacion de ambiente de membrana) y
exposicion a cargas negativas para explorar los posibles modos de agregacion.
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Figura 22. Efecto de diferentes solventes y aditivos sobre el perfil de solvatacion del péptido 37. El grafico muestra el
cociente de fluorescencia relativa (RFU) obtenido a20 °C en agua, agua con SDS, agua con Triton, agua con aceite y aceite
solo. 0.0142. La significancia contra el control se especifica **p < 0.01, ***P < 0.005, y ns, no presenta significancia
respecto al agua con péptido.

El ensayo de fluorescencia reveld que la intensidad de emision del péptido catidnico
anfipatico depende del entorno. En agua y en el sistema agua—aceite se registro una sefial
elevada, lo que indica que la rodamina permanece protegida del solvente. Con SDS la
fluorescencia disminuy¢d drasticamente, sugiriendo la division de agregados y exposicion
del fluoréforo, mientras que con Triton X-100 se obtuvo una respuesta intermedia, sin
diferencias significativas respecto al agua. El control con aceite solo mostré fluorescencia
minima, correspondiente al nivel basal del sistema.
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Figura 23. Efecto de diferentes solventes y aditivos sobre la estabilidad térmica del péptido 38. El grafico muestra el
cociente de fluorescencia relativa (RFU) obtenido a 20 °C en PBS, PBS con SDS, PBS con Triton, PBS con aceite y aceite
solo. Con significancia, **p < 0.01; ***p < 0.005, ****p <(0.0005 respecto al PBS con péptido.

En PBS, la sefal de fluorescencia sugiere que la rodamina se encuentra parcialmente
expuesta al medio acuoso, aunque con cierto grado de proteccion. En presencia de SDS, la
fluorescencia aumentd notablemente, indicando que el fluor6foro queda resguardado del
agua. Con Tritén X-100 la exposicion fue menor, mientras que en el sistema PBS—aceite se
registraron valores intermedios, reflejando una mayor exposicion al agua. Estos resultados
sugieren que la rodamina tiende a orientarse hacia regiones hidrofébicas. El control con
aceite mostro fluorescencia minima, atribuible al nivel basal del sistema.
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Figura 24. Efecto de diferentes solventes y aditivos sobre la estabilidad térmica del péptido 43. El grafico muestra el
cociente de fluorescencia relativa (RFU) obtenido a 20 °C en Tris, Tris con SDS, Tris con Triton, Tris con aceite y aceite
solo. Significancia, ***p < 0.005 respecto al Tris con péptido 38.
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En buffer Tris, el péptido mostré una fluorescencia baja, lo que indica que la rodamina
permanece mayormente expuesta al medio acuoso. Con SDS, la fluorescencia aumenté de
forma marcada, evidenciando proteccion frente al agua. En presencia de Tritén X-100 y en
el sistema Tris—aceite se registraron valores intermedios, sugiriendo una exposicion parcial
al solvente. Finalmente, el control con aceite presentd fluorescencia minima,
correspondiente al nivel basal del sistema.

El andlisis comparativo en agua, Tris y PBS mostr6 que el comportamiento del péptido
depende fuertemente del entorno. En agua, la fluorescencia fue alta, indicando cierta
proteccion de la rodamina, mientras que en Tris y PBS la sefial inicial fue menor, reflejando
una mayor exposicion al medio acuoso. En todos los casos, la adicion de SDS produjo el
efecto mas evidente: la fluorescencia aumentd. Con Triton X-100 se observa una exposicion
parcial al agua. En conjunto, los resultados confirman que el péptido catidonico anfipatico
modula su orientacion segun el solvente, pero en todos los entornos tiende a asociarse con
regiones hidrofobicas, ajustando su grado de insercion al tipo de sistema de agregacion
presente.

8.14Evaluacion de la tendencia a la Agregacion de péptidos en

Diferentes Solventes mediante Dispersion Dindmica de Luz
(DLS).

El analisis por DLS mostr6 que la agregacion de los péptidos depende del medio. En PBS,
el control presentd particulas pequefias (124 nm), pero la adiciéon de péptidos incremento
notablemente el tamafio (712-898 nm), sugiriendo que la fuerza id6nica favorece la
agregacion. En Tris, incluso el control exhibié tamafios elevados (749 nm), que aumentaron
con los péptidos (842—1.572 nm), indicando que también promueve agregados. En ambos
tampones se registraron PDIs altos, confirmando una marcada dispersion de los tamafios de
las particulas.

En PBS se observo un aumento significativo del radio hidrodinamico al adicionar los
péptidos 37, 38 y 43 en comparacion con el control sin péptido. Mientras el PBS solo
presentd6 particulas de pequefio tamafo (<100 nm), la incorporaciéon de los péptidos genero
agregados de gran tamafio, con radios hidrodindmicos superiores a 600 nm y alta dispersion
en las medidas. Estos resultados evidencian que, en condiciones de tampo6n PBS, los tres
péptidos tienden a formar agregados estables de gran tamaifo, lo que concuerda con la
hipotesis de su propension a la auto asociacion en medios acuosos salinos.
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Figura 25. Tamailo de péptidos cationicos anfipaticos antimicrobianos en soluciones tampon. En los cuales se muestra
una diferencia significativa p < 0,05 en las muestras de PBS + Péptido 37, PBS + Péptido 38, PBS + Péptido 43 respecto
al PBS.

En contraste, el comportamiento en SDS fue distinto. Este tensioactivo anidénico mostro
tamafios reducidos en ausencia de péptidos (134 nm) y respuestas diferenciadas al
adicionarlos: SDS+P43 mantuvo un tamafio bajo (125 nm), sugiriendo solubilizaciéon en
micelas; SDS+P37 alcanz6 un tamaio intermedio (413 nm), mientras que SDS+P38 formo
agregados mayores (907 nm). Los valores de PDI respaldan esta tendencia: SDS solo
presentd un valor elevado (0,675), que disminuy6 notablemente con P37 y P43 (0,226 y
0,145), indicando poblaciones mas homogéneas, mientras que con P38 se mantuvo en un
nivel intermedio (0,490). En conjunto, los resultados sugieren que SDS solubiliza
selectivamente ciertos péptidos, en particular P37 y P43, favoreciendo una dispersion mas

uniforme.
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Figura 26. Tamafio de péptidos catidnicos anfipaticos antimicrobianos disueltos en SDS, un detergente de caracter
anionico. No hay diferencias significativas de los péptidos en SDS respecto al SDS solo.
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Por su parte, Triton (detergente no idnico e hidrofobico, que simula entornos tipo membrana)
mostré tamarfios elevados en ausencia de péptidos (1.049 nm). Con el 43 se observo una
fuerte reduccion (191 nm), lo que sugiere incorporacion en estructuras micelares o dominios
hidrofobicos mas homogéneos. No obstante, con otros péptidos la agregacion persistio
(Triton+P38: 996 nm; Triton+P37: 692 nm). En términos de PDI, Triton solo, fue altamente
polidisperso (0.872) y la adicidon de péptidos no mejord sustancialmente la dispersion (PDI
entre 0.642 y 0.852). Esto sugiere que el efecto depende de la secuencia peptidica y no solo
del entorno micelar.
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Figura 27. Tamafio de péptidos cationicos anfipaticos antimicrobianos disueltos en triton, un solvente hidrofobico que
simula el ambiente de la membrana bacteriana. En los cuales se muestra una diferencia significativa p < 0,05 de Triton+P43
frente al triton solo.

En conjunto, los resultados muestran una tendencia a la agregacion en condiciones acuosas
y en tampones (PBS y Tris), aunque la comparacion entre agua y el agua + péptidos no
evidenci6 diferencias significativas (p = 0,622—-0,906). La elevada polidispersidad y la
variabilidad entre réplicas podrian haber reducido la potencia estadistica y enmascarado
posibles diferencias reales. En contraste, SDS favorecio6 la solubilizacion selectiva de ciertos
péptidos (37 y 43), reduciendo tanto el tamafio como el PDI, mientras que Triton, por su
naturaleza hidrofobica, reprodujo parcialmente un entorno tipo membrana, disminuyendo el
tamafio en algunos casos (P43), aunque sin mejorar la homogeneidad.

La presencia de agregados grandes detectada por DLS concuerda con las observaciones en
SEM, donde se visualizaron conglomerados muy superiores al tamafio monomérico
esperado (1-3 nm). Funcionalmente, esta agregacion podria modular la actividad bioldgica:
por un lado, los agregados grandes intensificarian el dafio localizado en membranas, pero a
la vez limitarian la disponibilidad del péptido libre. Ademas, la formacion de micelas mixtas
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en SDS y la insercion en dominios hidrofobicos en Triton sugieren mecanismos de
interaccion dependientes de membrana, posiblemente relacionados con la actividad
bactericida y hemolitica observada.

8.15Evaluacion del Tamano y estado de Agregacién de péptidos
mediante filtracion por corte molecular (cut-off)

Para evaluar la posible agregacion y tamafio de los péptidos, se realizd un ensayo de
filtracion por corte molecular utilizando membranas de 0,4 y 0,2 pm. Tras la filtracion, se
midié la absorbancia a 280 nm en las fracciones retenida y filtrada, lo que permitio
determinar la presencia de agregados (mayor retencion) o de estructuras
pequeiias/monomeéricas (mayor paso a través del filtro). Los resultados se presentan en la
Tabla 13.

Tabla 13. Datos crudos de absorbancia a 280 nm de péptidos pasados por membrana de 0,4pum y 0,2um. Donde (I) es
menor o igual a 0.2 0 0.4 pmy (S) la fraccion mayora 0.2 0 0.4 pm.

Péptido (Filtro (um)) ABS total ABS (I) ABS (S)
37 (0,4um) 0.8+0,0 0.6+0,0 0.6 £0,0
37 (0,2um) 0.7+0,0 0.3+0,0 0.5+00
38 (0,4um) 0.6+0,0 0.4+0,0 0,600
38 (0,2um) 0.6+0,0 0.2+0,0 03+0,1
43 (0,4um) 0.4%00 0.2+0,0 0.3%00
43 (0,2um) 0.3+00 0.1+0,0 0.2+00

El analisis de filtracion mostro que los péptidos 37, 38 y 43 presentan una clara tendencia a
la agregacion, evidenciada por la disminucién de absorbancia tras el paso por filtros de 0,2
pum. En contraste, el péptido 38 mantuvo valores estables, indicando la presencia de
agregados mas pequeios. En conjunto, los resultados sugieren que la capacidad de
agregacion depende del tipo de péptido, siendo mas marcada en el 37, 38 y 43.
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Figura 28. A) Andlisis del comportamiento de los péptidos tras la filtracién en membranas de 0,4 um y 0,2 um.
La cuantificacion se realizé a partir de la absorbancia a 280 nm, evaluando la distribucion entre la fraccion filtrada (I) y la
fraccién retenida (S) para cada péptido. B) Indice de retencién. Expresado como la relacion entre las fracciones retenida
y filtrada (S/I), este parametro refleja la tendencia de los péptidos a formar agregados que quedan atrapados en los filtros.
Un valorigual a 1 indica ausencia de agregacion, mientras que valores mayores a 1 evidencian la presencia de agregados.

El andlisis de filtracion evidencio que todos los péptidos presentan una fraccion retenida en
las membranas, destacandose el 37 y el 38 por su mayor tendencia a formar agregados de
gran tamafio, especialmente a 0,2 um. En contraste, el péptido 43 mostr6 un comportamiento
mas estable y homogéneo. El indice de retencion (S/I) confirmé estas diferencias, indicando
que los agregados de los péptidos 37 y 38 superan los 200 nm, muy por encima del tamafo
esperado para péptidos de hasta 30 aminoacidos (1-3 nm). Para corroborar estos hallazgos
se empled microscopia electronica de barrido, con el fin de visualizar la superficie, el tamafio
de los péptidos y sus efectos sobre bacterias tratadas.

8.16Caracterizacion de la Interaccion Péptido-Bacteria y la
Tendencia a la Agregacion de péptidos por Microscopia
Electronica de Barrido (SEM)

La microscopia electronica permitié evaluar tanto la interaccion de los péptidos con las
bacterias como la posible formacion de agregados. En las imagenes preliminares sugieren
que los péptidos tienden a formar estructuras de gran tamafio, muy superiores a su dimension
individual esperada (1-3 nm), lo que indica una marcada propension a la agregacion.
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Efecto de péptido
37 en Bacteria E.
faecalis y S.
aureus

Figura 29. Micrografias electronicas de barrido de los péptidos y su interaccion con bacterias. Se observa la formacion de
agregados de péptidos de gran tamafio en comparacion con su dimension individual esperada (1-3 nm). En E. coli tratada
con el péptido 38 y en P. aeruginosa tratada con el péptido 37 se evidencian alteraciones en la superficie celular
compatibles con dafio en la membrana. De forma similar, en E. faecalis y S. aureus expuestas al péptido 37 se observaron
deformaciones y pérdida de la morfologia tipica.

En cuanto a las imagenes alusivas a la agregacion del péptido, se observa que los péptidos
estan seguramente agregandose en forma de esferas con un tamafo entre los 10-50 pm;
tamano que confirmaria los resultados observados tanto en el DLS como en el cut off. Siendo
los péptidos 37 y 38 los que presentan mayores tamafios, pero igualmente heterogeneidad,
que pueda que sea un factor relevante en la actividad antimicrobiana, sin embargo, tendrian
que realizarse mas estudios para confirmarlo.

En cuanto al efecto del tratamiento con bacterias, se evidencia en E. coli O157:H7 tratada
con el péptido 38 y P. aeruginosa tratada con el péptido 37, alteraciones en la integridad de
la membrana, con zonas irregulares y deformaciones en la superficie bacteriana, sugiriendo
disrupcion de la envoltura celular. De manera similar, en E. faecalis y S. aureus expuestas
al péptido 37 se observaron modificaciones morfologicas compatibles con dafio en la
membrana, como rugosidad, pérdida de la forma definida y presencia de estructuras
colapsadas que imposibilitan que se dividan y posteriormente lleven a su muerte celular.

Estos hallazgos sugieren que los péptidos ejercen una accion antimicrobiana mediante la
afectacion de la integridad de la membrana bacteriana y posiblemente en estructuras mas
complejas, lo cual podria implicar mecanismos como la formacion de poros, la
desestabilizacion de la bicapa lipidica, dafio de motores o un efecto detergente. Ademas, la
tendencia a la agregacion observada de estos péptidos podria potenciar este efecto, ya que
los agregados de mayor tamafio pueden generar un ataque localizado mas intenso sobre la
superficie bacteriana.
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8.17Evaluacion de la estabilidad de la actividad antimicrobiana
de péptidos en Funcién del pH

Se realizé un experimento para evaluar si las variaciones de pH influian tanto en el
crecimiento de las bacterias como en la capacidad inhibitoria de los péptidos. Para medir el
efecto, se ajusto el pH del medio de cultivo a tres condiciones: neutro, basico (pH 9) y acido
(pH 5,6).
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Figura 30. Efecto del pH en la inhibicion bacteriana por péptidos antimicrobianos. Se muestra la viabilidad de crecimiento
de Pseudomonas aeruginosa y Enterococcus faecalis tras el tratamiento con los péptidos 37, 38 y 43 en diferentes
condiciones de pH (neutro 7.0, acido 5.6 y basico 9.0). Los resultados se expresan como la velocidad definida en la densidad
optica (ODa4go) en funcion de la concentracion de cada péptido, comparados con el control de crecimiento de bacterias sin
tratamiento con el péptido.

En Pseudomonas aeruginosa se observd que el crecimiento bacteriano fue mas favorable en

condiciones de pH basico (9,0), a pesar de que este valor esta fuera del rango optimo de

crecimiento descrito en la literatura para esta bacteria. Esto indica que la bacteria presenta

una buena tolerancia a condiciones alcalinas. En este mismo entorno se registré el mayor

porcentaje de inhibicion para todos los péptidos evaluados, lo que sugiere que el pH basico
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favorece su actividad antimicrobiana, asi como también se vio una buena actividad de los
péptidos 37 y 38 en pH neutro.

Por otro lado, en Enterococcus faecalis el crecimiento mas evidente se presentd en
condiciones de pH neutro (7,0), en concordancia con lo reportado como rango 6ptimo para
esta especie. A pH acido (5,6) la viabilidad de las bacterias fue reducida, y a pH basico la
inhibicion ejercida por los péptidos fue mas marcada. Este comportamiento puede explicarse
por la naturaleza catidnica de los péptidos: a pH basico, los residuos cargados negativamente
en la superficie bacteriana se encuentran mas expuestos, facilitando la interaccion
electrostatica con los péptidos cargados positivamente. En contraste, a pH é4cido dichas
cargas negativas pueden neutralizarse, disminuyendo la afinidad y reduciendo el efecto
antimicrobiano.

Con base en los resultados, se puede concluir que el pH del medio ejerce un efecto
determinante tanto en el crecimiento bacteriano como en la eficacia de los péptidos
evaluados, sin embargo, no se ve una disminucién importante de la actividad de los péptidos.
En P. aeruginosa, aunque el crecimiento fue favorecido a pH basico, este mismo entorno
potencio la accidn inhibitoria de los péptidos, sugiriendo que la alcalinidad puede mejorar
la interaccion entre estos y la membrana bacteriana. En E. faecalis, el crecimiento 6ptimo
se presentd a pH neutro, pero la inhibicion fue mayor en condiciones basicas, lo que respalda
la hipotesis de que el aumento de la carga negativa superficial bacteriana en medios alcalinos
favorece la actividad antimicrobiana de péptidos cargados positivamente. En conjunto, estos
hallazgos destacan la relevancia del pH como factor modulador en la eficacia de los péptidos
antimicrobianos y su potencial aplicacion en entornos fisiologicos o terapéuticos
especificos.

8.18Influencia del Estado Redox (Reducido, Oxidado) y la
Alquilacion de la cisteina en la actividad antimicrobiana de
péptidos.

Los péptidos evaluados contienen en su secuencia una cisteina, un residuo clave debido a su
capacidad de experimentar cambios en su estado quimico mediante reduccion, oxidacion o
alquilacion. Estos procesos modifican la conformacion del péptido al promover o impedir
la formacion de puentes disulfuro, lo cual puede influir directamente en la estabilidad
estructural y en la disposicion de sus dominios hidrofébicos y cationicos. Bajo condiciones
reductoras, el péptido permanece con la cisteina en su forma libre, lo que podria conferirle
mayor flexibilidad estructural y, en consecuencia, alterar su modo de interaccion con la
membrana bacteriana. En contraste, la oxidacion favorece la formacion de puentes disulfuro,
que tienden a darle rigidez a la estructura y a estabilizar configuraciones especificas,
posiblemente incrementando la capacidad del péptido para insertarse en membranas y
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formar poros. Por otro lado, la alquilacion de la cisteina bloquea su reactividad, eliminando
la posibilidad de cambios conformacionales dependientes de este residuo, lo que podria
limitar la plasticidad del péptido frente a diferentes ambientes.

Con el fin de comprobar si estas modificaciones influian en su actividad antimicrobiana, se
realizo un ensayo cambiando el estado de oxidacion de los péptidos y evaluando su efecto
sobre K. pneumoniae y E. faecalis, seleccionadas por presentar los valores mas altos de ICs
en las pruebas preliminares. Esta aproximacion permitio explorar si los cambios en la
estructura son esenciales o no para la actividad bioldgica de los péptidos, lo que aporta
informacion relevante sobre el papel de este aminoacido en la relacidon estructura-funcion.
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Figura 31. Crecimiento de K. pneumoniaey E. faecalis en presencia de los péptidos tras modificaciones en el estado redox
de la cisteina a 24 h de incubacion. Se muestran las curvas de crecimiento bacteriano (OD 490 nm) bajo tres condiciones:
reduccion (-SH libre), oxidacion (puentes disulfuro) y alquilacion (S-R). Los resultados evidencian diferencias en la
actividad antimicrobiana asociadas al estado de la cisteina, donde la oxidacion potencia el efecto inhibitorio, la reduccién
mantiene actividad intermedia y la alquilacion reduce notablemente la eficacia. Con significancia, **p < 0.01; ***p <
0.005, ****p < (0.0005 y ns, no hay significancia respecto al agua en condiciones oxidadas, reducidas y alquiladas que
permite evidenciar que la inhibicion de crecimiento no es efecto de los reactivos si no de los cambios estructurales del
péptido.

Los resultados muestran que los cambios en el estado quimico del péptido influyen de
manera diferenciada en su capacidad inhibitoria sobre K. pneumoniae y E. faecalis (mayor
sensibilidad), pero con patrones consistentes entre ambas bacterias. El tratamiento con los
péptidos 37 y 38 muestran una disminucion de la OD en las formas reducida y oxidada,
manteniendo una actividad significativa de inhibicion, confiriendo estabilidad estructural y
protegiendo al péptido frente a cambios que afectan su funcidén, mientras que la forma
alquilada mantiene valores mas cercanos al control, lo que sugiere una pérdida significativa
de actividad. En contraste, con el péptido 43, se observa que baja la actividad en condiciones
reducidas y oxidadas logrando valores cercanos al control, indicando que los cambios redox
pueden en determinados contextos favorecer interacciones que aumenten la actividad,
mientras que el alquilado no muestra inhibicion.

En conjunto, estos hallazgos evidencian que la reduccion y la oxidacion de los péptidos 37
y 38 actian como un modulador estabilizante, preservando la actividad. Frente a K
pneumoniae se observa que presenta sensibilidad frente al péptido 37 reducido, 37 y 38
oxidados. Mientas que E. faecalis muestra mayor sensibilidad a los péptidos 37 y 38
reducidos y oxidados, mientras que el estado alquilado se comporta de manera mas variable,
en cuanto al péptido 43, no muestra actividad con respecto a los diferentes estados, con una
pérdida de actividad. La consistencia del patron observado en ambas bacterias sugiere que
este comportamiento depende mas de la quimica del péptido que del tipo bacteriano, lo que
aporta informacion clave para comprender como modificaciones estructurales especificas
pueden regular la eficacia antibacteriana, puesto que a pesar de que todos contienen
cisteinas, los péptidos 37 y 38 poseen en su secuencia -C-A, mientras que el 43 -C-G.

En los péptidos 37 y 38, la presencia de la secuencia —C—A— ubica a la cisteina junto a una
alanina, un residuo pequeio, hidrofébico y neutro. Esto facilita que la cisteina participe de
manera mas estable en interacciones redox (formacion/ruptura de puentes disulfuro) sin
generar impedimentos estéricos ni cambios drasticos en la conformacion del péptido. Por
eso, tanto en el estado reducido (—SH) como en el oxidado (—S—S-), los péptidos mantienen
o incluso potencian su actividad antibacteriana. En contraste, el péptido 43 contiene la
secuencia —C—G—, donde la cisteina estd seguida de una glicina. La glicina, al ser el
aminoacido mas pequeio y flexible, introduce una mayor movilidad en la region local del
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péptido. Esto podria desestabilizar la orientacion de la cisteina, dificultar la formacion de
puentes disulfuro efectivos o alterar la estructura secundaria global.

En conjunto, los resultados sugieren que la naturaleza del residuo adyacente a la cisteina
modula criticamente el impacto de los cambios redox en la estructura y, por ende, en la
actividad antibacteriana. El motivo —C—A— parece conferir estabilidad estructural y
funcional, mientras que —C—G— introduce una flexibilidad excesiva que compromete la
eficacia.

8.19 Evaluacion del efecto sinérgico entre el péptido y la
ampicilina mediante un ensayo de combinacién
antimicrobiana.

Se observaron diferencias significativas (p < 0,05) en la mayoria de las condiciones
evaluadas para las distintas cepas bacterianas. En E. coli, no se encontraron diferencias con
el péptido 38 frente a la ampicilina a 2 uM ni con el péptido a 5y 10 uM; mientras que con
el péptido 38 si se evidenciaron diferencias, particularmente con ampicilinaa 2,4 pM y 8
uM, con péptido a 10 uM, es decir que se observa una sinergia en la combinacion de péptido
y ampicilina, incluso con el péptido a 10 uM.

En P. aeruginosa, gran parte de las condiciones no mostr6 diferencias significativas, como
en el caso de ampicilina 8 uM + péptido 5 uM, ampicilina en combinacidn con todas las
concentraciones del péptido 37, péptido 38 a 5 uM, y las combinaciones de ampicilina a 2,
4y 10 uM con péptido a 10 uM. Para el péptido 43, si se observaron diferencias en
ampicilina a 2 y 4 uM combinada con péptido a5 y 10 uM, en ampicilina a 8 uM + péptido
20 uM, asi como en ampicilina sola a2y 4 pM.

En K. pneumoniae, no se detectaron diferencias en las combinaciones de ampicilina 4 pM
+ péptido 37 a 10 uM, ni en ampicilina a 2 uM con péptido a 10 uM; en contraste, para el
péptido 43 se observaron diferencias en ampicilina a 2 uM + péptido a 5 uM. En S. aureus,
el péptido 37 presentd diferencias significativas en todas las condiciones analizadas;
mientras que con el péptido 38 no se encontraron diferencias en ampicilina a4y 8 uM +
péptido 5 uM, ni en ampicilina a 2 uM + péptido 20 uM, ni en ampicilina a2 y 4 uM solas.
Con el péptido 43 se evidenciaron diferencias en ampicilina a 2 uM + péptido 5 uM, en
ampicilina a 2 uM + péptido a 10 y 20 uM, asi como en ampicilina a 4 uM. Finalmente, en
E. faecalis no se observaron diferencias unicamente con el péptido 37 en combinacién con
ampicilinaa 5 uM + péptido a 10 y 20 uM, ni con ampicilina a 2 uM respecto al tratamiento
con péptido 37 a 20 uM.
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Figura 32. Mapas de calor que representan el % de inhibicion por cada cepa bacteriana con tratamiento de péptido,
ampicilina y su conjugacion en diferentes concentraciones. Donde la escala va de rojo (100% inhibicion) a verde (0% de
inhibicion).

En conjunto, estos hallazgos muestran que la interaccion del péptido con la ampicilina puede
clasificarse como aditiva, sinérgica o antagonista. El efecto es aditivo cuando la inhibicion
observada en la combinacion corresponde aproximadamente a la suma de los efectos
individuales; sinérgico cuando la inhibicion conjunta es significativamente mayor a la
esperada; y antagonista cuando la inhibicién observada en la combinacion es menor que la
producida por cada compuesto por separado. Estos comportamientos pueden explicarse por
dos posibles mecanismos: que el péptido facilite la entrada de la ampicilina a la célula
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bacteriana o, en sentido opuesto, que la secuestre debido a interacciones electrostaticas

relacionadas con su carga.

CAPITULO III. DETERMINACION DE ACTIVIDAD
HEMOLITICA Y CITOTOXICA DE LOS PEPTIDOS

ANTIMICROBIANOS.

8.20Evaluacibn de hemolisis inducida por péptidos
antimicrobianos en eritrocitos humanos

Se evaluo el porcentaje de hemolisis inducido por los péptidos en eritrocitos tras 40 min de
incubacion a 37 °C, utilizando un rango de concentraciones entre 0 y 80 uM. Los resultados
mostraron que, a concentraciones altas, la mayoria de los péptidos provocaron un aumento
significativo en la hemdlisis, mientras que, al disminuir la concentracion, este efecto se

redujo de manera considerable.
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Figura 33. Evaluacion del porcentaje de hemolisis inducido por los péptidos cationicos anfipaticos (36—43) en eritrocitos
humanos.
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Los resultados del ensayo hemolitico mostraron un claro efecto dosis-dependiente en la
mayoria de los péptidos evaluados. A altas concentraciones (80 uM), los péptidos 37, 38,
39 y 41 presentaron porcentajes de hemolisis muy elevados (> 86%), alcanzando casi
hemolisis total en los casos de 37, 38 y 41 (> 95%). En contraste, el 40 mostré un
comportamiento mas seguro, con valores entre 24 - 46% y valores mas altos pero menores
al 50% para el 36 y 43. Al reducir la concentracion a 40 pM, se mantuvo la tendencia: 37,
38 y 41 continuaron siendo los més hemoliticos (> 80%), mientras que el 39 mostro
hemodlisis intermedia (66%). Por el contrario 36, 40 y 43 presentaron una hemolisis mucho
menor (< 15%), evidenciando una mejor tolerancia en eritrocitos. En concentraciones de 20
UM o inferiores. todos los péptidos mostraron una marcada reduccion de la hemolisis (<10%
en la mayoria), excepto 37, 38 y 41; que todavia alcanzaron entre 37-51% de hemdlisis a
20 uM, indicando una citotoxicidad mas acusada incluso a dosis moderadas.

Es decir que los péptidos 37, 38, 39 y 41 generan un aumento marcado de la hemolisis a
concentraciones superiores a 40 uM, alcanzando valores cercanos al 100% a 80 uM. En
contraste, el péptido 40 presentd el nivel mas bajo de hemolisis incluso a la maxima
concentracion evaluada (80 uM), sugiriendo el mejor perfil de seguridad para eritrocitos.
mientras que los péptidos 36 y 43 mostraron una actividad intermedia. Lo anterior sugiere
diferencias importantes en la citotoxicidad hemolitica entre los péptidos analizados, como
se observa en la siguiente tabla.

Tabla 14. Porcentaje de hemolisis inducido por los péptidos (36—43) en eritrocitos humanos tras 40 min de incubacion a
37 °C. evaluado a diferentes concentraciones (0.63—80 pM). Los datos se presentan como media + desviacion estandar
de la media (n=3).

% Hemolisis

Conce':l‘i‘r’;'c‘:gn_(’”M) . 36 37 38 39 40 M 43
80.0 4640  96+0  96+0  86+0  24+0 990 44+1
40.0 12+0 810 84+0 66+ 1 14+ 1 95+1 8+0
200 6+0 37+1 5142 34+1 101 37+1 540
10.0 0+2 344 8+4 131 241 341 240
50 0+0 340 340 240 10 240 140
25 0+0 140 140 140 0+0 240 0+0
12 0=0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
0.6 0=0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0

En general, los datos de citotoxicidad indican que los péptidos 40 y 43 son los més seguros
frente a eritrocitos, seguidos por el péptido 36. Por el contrario, los péptidos 37, 38 y 41
exhiben una toxicidad significativa que es dependiente de la concentracion.
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Sin embargo, para seleccionar el mejor candidato, es crucial analizar la hemolisis en el rango
de sus concentraciones efectivas. El péptido 37 demostré una hemolisis minima cuando se
evaluo al I1Csy, la cual oscilo entre 6.08 y 12.66 uM. Aunque la hemdlisis se incrementa al
37% a una concentracion alta (20 uM), las concentraciones requeridas para la actividad
antimicrobiana son considerablemente inferiores, lo que sugiere que no generaria hemolisis
significativa en el contexto terapéutico. Esta baja toxicidad en dosis efectivas lo posiciona
como el mejor candidato hasta el momento, destacando la importancia de evaluar
conjuntamente su eficacia antimicrobiana y su citotoxicidad selectiva.

En contraste, el péptido 38 mostr6é una hemolisis significativa 20 uM. Dado que su ICsg se
encuentra en un rango de concentracion similar (7.49 a 16.82 uM) y basandose en su
comportamiento concentracion-dependiente, presenta un mayor potencial hemolitico al ser
utilizado en concentraciones mas altas necesarias para alcanzar la maxima eficacia.

8.20.1 Determinacién del fndice Terapéutico (IT) de péptidos basado
en la hemodlisis y la actividad antimicrobiana

A partir de los resultados de hemolisis se determind el valor de HCso, lo que permitio
establecer la concentracion a la cual los péptidos inducen un 50% de lisis en eritrocitos. Este
parametro, en combinacion con los valores de ICso frente a las bacterias evaluadas, posibilitd
calcular el indice terapéutico (IT). Dicho indice resulta fundamental, ya que refleja el
equilibrio entre la actividad antimicrobiana y el potencial hemolitico de los péptidos,
permitiendo identificar cudles de ellos poseen una ventana terapéutica mas favorable para
su desarrollo como candidatos antimicrobianos.

Tabla 15. indice terapéutico (IT) de los péptidos evaluados frente a bacterias Gram negativas y Gram positivas. El TI se
calculé como la razén entre HCso (concentracion de péptido que produce el 50% de hemolisis) e ICso (concentracion
inhibitoria media frente a cada bacteria). Valores mas altos indican una mejor ventana terapéutica, es decir, mayor
selectividad hacia la bacteria con menor toxicidad sobre eritrocitos. El simbolo (—) indica que no fue posible calcular el
valor por ausencia de datos confiables de ICso.

INDICE TERAPEUTICO (IT)
l;i‘;idr?a_l’ 36 37 38 39 40 M 13
E. coli O157:H7 2.1 24 1.8 0.5 14 - 3.7
P. aeruginosa 4.8 39 24 1.3 29 - 83
K. pneumoniae 29 1.9 12 0.5 29 02 44
S. aureus 1.5 29 2.6 0.8 2.7 - 6.0
E. faecalis - 23 1.6 0.8 2.6 - 47
HCso 90.0 23.7 19.6 26.9 56.1 222 90.0

El analisis del TI, de la tabla 15, revela diferencias notables en el equilibrio entre la actividad
antimicrobiana y la toxicidad hemolitica de los péptidos. En términos generales, los péptidos
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37 y 40 mostraron un perfil consistente con TI en el rango de 1.8-3.0 frente a la mayoria de
las cepas, destacandose como los candidatos mas prometedores. En particular, el péptido 37
alcanzo un TI de 2.9 frente a S. aureus y de 3.89 frente a P. aeruginosa, evidenciando un
buen balance entre eficacia y seguridad. De manera similar, el péptido 40 presento valores
comparables, con un TI de 2.9 frente a K. pneumoniae y de 2.7 frente a S. aureus, lo que
indica una ventana terapéutica favorable, aunque no posee una actividad antimicrobiana alta
como la del péptido 37.

Por otro lado, el péptido 38 presentd indices intermedios (1.2 - 2.6), lo que sugiere cierta
eficacia, aunque con un margen de seguridad mas estrecho. Los péptidos 39 y 41 mostraron
los TI mas bajos (<1 frente a varias bacterias), lo cual limita su potencial debido a un mayor
riesgo de toxicidad. Finalmente, los péptidos 36 y 43, alcanzaron TI elevados frente a
algunas cepas —en especial el péptido 43, con valores de 6.0 frente a S. aureus y 8.31 frente
a P. aeruginosa—, lo que sugiere que su baja toxicidad relativa puede compensar su menor
potencia antimicrobiana.

En conjunto, estos resultados subrayan la importancia de considerar no solo la actividad
antimicrobiana (ICso), sino también la citotoxicidad asociada (HCso), ya que el indice
terapéutico constituye un parametro clave para seleccionar los péptidos mas prometedores
en el desarrollo de agentes antimicrobianos.

8.21Evaluacidén de la citotoxicidad de péptidos en fibroblastos
mediante el Ensayo de Viabilidad MTT

Con el objetivo de evaluar la citotoxicidad de los péptidos sobre células del tejido conectivo
—fibroblastos—, se realizaron ensayos de viabilidad indirecta midiendo la actividad
metabdlica mitocondrial al reducir el MTT a formazan. A continuacion, en la figura 35, se
presentan los resultados obtenidos para cada péptido en funcion de la concentracion
evaluada.
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Figura 34. Porcentaje de viabilidad celular en fibroblastos tratado con péptidos 36-43 evaluado mediante ensayo de MTT
tras 24 h de incubacion. Se observa una tendencia concentracion-dependiente, con mayor citotoxicidad a dosis elevadas y
recuperacion progresiva de la viabilidad en concentraciones intermedias y bajas.

El ensayo muestra que los péptidos evaluados presentaron comportamientos diferenciales
en funcién de la concentracién. A concentraciones altas (70 - 50 uM), péptidos como 36,
37,38 y 39 redujeron de forma marcada la viabilidad celular (< 35%), mientras que 40, 41
y 43 mantuvieron valores mas elevados, aunque con cierto grado de citotoxicidad (~57-
96%). En concentraciones intermedias (36-26uM), se observd una recuperacion
significativa de la viabilidad, con valores superiores al 60% en la mayoria de los péptidos,
destacandose 39, 40 y 43 con mas del 90% de células viables. En concentraciones bajas (18
-9 uM), practicamente todos los péptidos mantuvieron la viabilidad celular cercana o
superior al 90%, sin diferencias relevantes frente al control. Estos resultados sugieren que,
aunque algunos péptidos (36, 37, 38 y 39) presentan citotoxicidad a dosis elevadas, en
rangos intermedios y bajos su efecto sobre fibroblastos es minimo, mientras que 40,41 y 43
exhiben un mejor perfil de biocompatibilidad, especialmente 43, que mantuvo la viabilidad
celular mas estable incluso en altas concentraciones.
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Tabla 16. Viabilidad celular de fibroblastos (%) determinada por el ensayo de MTT tras 24 h de incubacion con diferentes
concentraciones (0-70 uM) de los péptidos 36—43. Los valores se presentan como media + desviacion estandar de la media
(n=3).

Péptido —

Concentracién (uM) | 36 37 38 39 40 41 43
70 2442 3444 5+3 115 5349 441 7748
50 31410 502 3345 3246 66+4 181 88 +7
36 48 +3 8242 4245 79+ 6 7949 56+4 85+ 1
26 7042 8242 7244 96 + 8 8345 T1+4 90+ 1
18 96+ 5 100+ 3 84+4 100 + 4 94+ 1 8142 9243
13 100+ 0 100+5 97+7 100 + 4 953 7940 932
9 100 + 4 94+ 1 95+4 94+ 1 90 +2 84+4 915
0 100 + 4 100+ 2 100+ 2 100+ 5 100+ 2 100+ 2 100+ 6

Los resultados del ensayo de MTT muestran que los péptidos poseen un perfil citotoxico
dependiente de la concentracion, lo que coincide con su naturaleza cationica y su capacidad
de interactuar con membranas celulares. Sin embargo, mientras que concentraciones altas
(50-70 uM) redujeron de manera significativa la viabilidad de fibroblastos, las
concentraciones en el rango de ICso bacterianas (6-16 pM para los péptidos mas activos) no
afectaron de forma relevante la viabilidad celular, manteniéndose en valores cercanos o
superiores al 90%.

Este hallazgo sugiere que péptidos como 37 y 38, ademds de mostrar alta eficacia
antimicrobiana frente a bacterias Gram negativas y Gram positivas, presentan un margen de
seguridad aceptable en células humanas, lo que los convierte en candidatos prometedores
para un uso terapéutico. En contraste, péptidos como 36 y 39 mostraron una citotoxicidad
mas marcada incluso a concentraciones intermedias, lo que limita su potencial aplicacion.

8.21.1 Determinacion del indice Terapéutico (IT) de péptidos:
correlacidn entre la citotoxicidad en Fibroblastos y la
actividad antimicrobiana.

A partir de los resultados del porcentaje de viabilidad, se calculd la concentracion citotoxica
media (CCso), estableciendo la concentracion de péptido necesaria para inducir un 50% de
dafio en la linea de fibroblastos. Este parametro de seguridad se combin6 con los valores de
ICso obtenidos frente a las cepas bacterianas evaluadas para calcular el indice terapéutico
(IT). Dicho indice resulta fundamental, ya que refleja el equilibrio entre la actividad
antimicrobiana y el potencial citotoxico de los péptidos. De esta manera, el IT permite
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identificar aquellos péptidos que poseen una ventana terapéutica mas favorable para su
posible desarrollo como agentes antimicrobianos.

Tabla 17. indice terapéutico (IT) de los péptidos evaluados frente a bacterias Gram negativas y Gram positivas. El TI se
calculd como la razon entre CCso (concentracion de péptido que produce el 50% de viabilidad celular) e ICso (concentracion
inhibitoria media frente a cada bacteria). Valores mas altos indican una mejor ventana terapéutica, es decir, mayor
selectividad hacia la bacteria con menor toxicidad sobre fibroblastos. El simbolo (—) indica que no fue posible calcular el
valor por ausencia de datos confiables de ICso.

INDICE TERAPEUTICO (IT)

e

éptido — 36 37 38 39 40 41 43
Bacteria |
E. coli O157:H7 0.0 52 34 0.8 19 - 41
P. aeruginosa 0.0 84 45 2.1 4.0 - 9.3
K. pneumoniae 0.0 4.0 2.1 0.8 4.1 03 49
S. aureus 0.0 62 40 13 38 - 6.6
E. faecalis - 5.0 3.0 1.3 3.7 - 53
CCso 0.1 514 36.8 439 79.1 377 100

La Concentracion Citotoxica Media (CCso), determinada en fibroblastos, varid ampliamente
entre los péptidos. Los péptidos 40 (CCso = 79.1 uM) y 43 (CCso = 100 uM) demostraron
ser los mas seguros para las células eucariotas, exhibiendo la mayor tolerancia. En marcado
contraste, el péptido 36 mostr6 una toxicidad extremadamente alta, con una CCso = 0.1 pM.

Los resultados revelaron una amplia variacion en la tolerancia celular a los péptidos. Los
péptidos 43 y 40 demostraron ser los mas seguros para las células eucariotas, mientras que
el péptido 36 mostro una toxicidad extremadamente alta. El indice Terapéutico, calculado
como la relacion entre el CCsg y el ICso, es un indicador clave de la citotoxicidad selectiva.
El anélisis del posiciono a los péptidos 43 y 37 como los candidatos mas prometedores, ya
que exhibieron la mayor selectividad. El péptido 43 alcanz6 un IT méximo de 9.3 frente a
P. aeruginosay 6.6 contra S. aureus. De manera similar, el péptido 37 mostr6 una excelente
selectividad, con IT de 8.4 contra P. aeruginosa y 6.2 contra S. aureus. Por el contrario, los
péptidos 38 y 40 presentaron una selectividad moderada. Finalmente, los péptidos 36 y 41
mostraron la peor selectividad: el péptido 36 registré consistentemente IT de 0.0 debido a
su alta toxicidad celular, y el péptido 41 arrojo un IT muy bajo, de 0.3 frente a K.
pneumoniae.
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8.22Evaluacion de la especificidad de los péptidos mediante un
Modelo de Co-cultivo In Vitro.

Se muestran a continuacioén los resultados de un ensayo preliminar cuyo objetivo fue
comprobar que el péptido actua selectivamente sobre bacterias sin afectar de forma relevante
las células eucariotas cuando se encuentran en el mismo entorno. Para ello se trabajo con
dos lineas celulares, HEK 293 y A549. Los resultados permiten comparar la condicion con
bacterias y células, frente a la condicion con bacterias, células y péptido. Las células HEK
293 fueron expuestas a E.coli O157:H7 (B1) y P. aeruginosa (B2), mientras que las A549,
por ser una linea de células cancerigenas de pulmoén, se probaron con bacterias que provocan
afectaciones pulmonares, como lo son K. pneumoniae (B3) y S. aureus (B4).

Es de resaltar que el ensayo preliminar se realizo utilizando la tincidn con rojo neutro para
evaluar la viabilidad de células HEK 293 y A549 en cocultivo con bacterias en presencia o
ausencia del péptido, sin embargo, el colorante también fue retenido por las bacterias, de
manera que los valores de absorbancia reflejan tanto la contribucion de las células como la
de los microorganismos.
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Figura 35. Ensayo preliminar de especificidad del péptido frente a diferentes bacterias en cocultivo con células HEK y
A549. Se muestran los valores de absorbancia (A = 540 nm) para las condiciones con bacterias solas (B1: E. coli O157:H7,
B2: P. aeruginosa, B3: K. pneumoniae, B4: S. aureus), bacterias con células y bacterias con células en presencia del
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péptido. Los datos representan el promedio + desviacion estandar de los ensayos independientes. Con significacion
*p<0.05**p <0.01; ***p < 0.005, ****p < 0.0005 y ns, no hay significancia respecto al control de célula y bacterias solas.

En el ensayo de cultivo con células HEK 293, se observd que ninguno de los tres péptidos
evaluados afect6 de manera significativa la viabilidad celular a la concentracion utilizada,
indicando que no presentan citotoxicidad en estas condiciones. Sin embargo, al evaluar el
cocultivo con la bacteria 1 y células HEK 293, los péptidos 37 y 38 redujeron
significativamente la viabilidad bacteriana en comparacion con las bacterias solas o en
cocultivo con HEK 293, lo que sugiere una actividad antibacteriana efectiva, estos
resultados fueron confirmados por microscopia. El péptido 43 en cambio mostré un
comportamiento distinto, ya que incluso en presencia de bacterias disminuy¢ la viabilidad
de las células HEK 293, evidenciando un posible efecto citotoxico. En el caso de la bacteria
2 en cocultivo con células HEK 293, no se observaron diferencias notorias entre los
tratamientos con los péptidos y los controles, lo que sugiere que, bajo estas condiciones,
ninguno de los compuestos evaluados fue capaz de alterar la viabilidad bacteriana.

Por otra parte, en cultivos de células A549, los péptidos 37 y 43 no ejercieron ningun efecto
detectable, mientras que el péptido 38 provocd una ligera disminucion de la viabilidad. Cabe
resaltar que las células A549 corresponden a una linea tumoral, lo que podria explicar en
parte esta respuesta diferencial. Finalmente, en el cocultivo con la bacteria 3 y células A549,
los tres péptidos mostraron una clara disminucion en la viabilidad, sugiriendo un efecto
antibacteriano, aunque en el caso del péptido 38 se observo una alta variabilidad en los datos
que limita una interpretacion concluyente. Para la bacteria 4, no se encontraron diferencias
significativas en presencia de ninguno de los péptidos evaluados.

En conjunto, estos resultados sugieren que los péptidos 37 y 38 presentan una actividad
antibacteriana selectiva, mientras que el péptido 43 podria afectar negativamente la
viabilidad de células no bacterianas, lo que implica posibles limitaciones en su uso. Todas
estas conclusiones se sustentan en los analisis estadisticos (prueba t de Student).

A continuacion, se muestran las micrografias, en las que se pudo observar que las células no
pierden su morfologia al estar en contacto con las bacterias, ni tampoco presentan
alteraciones evidentes cuando se encuentran en presencia de los péptidos. Estos hallazgos
respaldan los resultados obtenidos con el ensayo de rojo neutro, sugiriendo que, bajo las
condiciones evaluadas, los péptidos no ejercen un efecto citotdoxico significativo sobre las
células eucariotas, aun cuando se encuentren en un ambiente compartido con las bacterias.
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Figura 36. Micrografias representativas en microscopia de transmisioén y fluorescencia. Se muestran: 1. Células en cultivo
sin tratamiento (control), 2. Bacterias solas (E.coli en HEK y k.pneuminiae en A549), 3. Células en co-cultivo con bacterias,
4y 5. Células en co-cultivo con bacterias y péptido sin y con fluorescencia.

En conjunto, los hallazgos respaldan la hipdtesis de que el péptido es capaz de actuar
selectivamente sobre bacterias sin comprometer de forma importante a las células
eucariotas.
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CORRELACION DE LA ACTIVIDAD
ANTIMICROBIANA CON EL CONTENIDO DE
HELICICIDAD

Con el fin de dar respuesta a la pregunta de investigacion y de comprobar la hipotesis
planteada, se realizé una correlacion entre los valores del ICso, el contenido helical y la
hemolisis, para cada bacteria y por cada uno de los péptidos.
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E. faecalis
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Figura 37. Graficos de dispersion que muestran la relacion entre ICso, y el porcentaje de helicicidad para los péptidos
evaluados frente a E. coli O157:H7, P. aeruginosa, K. pneumoniae, S. aureus y E. faecalis.

No se refleja de manera directa una relacion entre el % de helicicidad y la actividad
biologica. De hecho, en el caso de la actividad antimicrobiana, se esperaba una correlacion
negativa entre el porcentaje helical y el ICso; no obstante, los coeficientes obtenidos fueron
bajos en comparacion con la hemdlisis (E. coli: -0,48; P. aeruginosa: -0,39; K. pneumoniae:
-0,10; S. aureus: -0,31; E. faecalis: -0,41). Esto sugiere que, ademas de la simple interaccion
con la membrana, existen otros factores que influyen en la eficacia biologica de los péptidos.
Entre estos factores podrian encontrarse la degradacion por enzimas bacterianas o la
neutralizaciéon de residuos clave debido a sustituciones en la secuencia, los cuales
desempefiarian un papel esencial en la actividad.
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Figura 38. Grafica de correlacion entre el porcentaje de helicicidad y el porcentaje de hemolisis de los péptidos.
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Se observd en la figura 37, una correlacion positiva entre la hemolisis y el porcentaje de
hélice a (r = 0,5 lo que indica que una mayor helicidad favorece la interaccion con
membranas, incluyendo las de eritrocitos.

En conjunto, aunque existe cierta relacion entre la actividad antimicrobiana y la hemdlisis,
como se observa en el anexo 11.3, esta es menor que la observada entre la hemolisis y la
helicidad, lo que evidencia que la actividad antibacteriana involucra mecanismos
adicionales mas alla de la afinidad por la membrana. Es relevante destacar que, en general,
los péptidos tienden a adoptar conformaciones helicoidales, lo cual favorece la actividad,
sin embargo, este no es el unico factor determinante. Sin embargo, estudios previos han
mostrado que péptidos no helicales ricos en prolina carecen de eficacia antimicrobiana, lo
que refuerza la importancia de la estructura secundaria en la actividad bioldgica.

Cabe resaltar que también existe una relacion entre la secuencia de aminoacidos y la
actividad antimicrobiana. Esto se evidenci6 al modificar el estado de oxidacion de la cisteina
(C), cuyo atomo de azufre puede formar puentes disulfuro que estabilizan estructuras
secundarias (como laminas B o hélices a), modulando asi la estabilidad conformacional y,
en consecuencia, la actividad antimicrobiana, particularmente cuando esta seguida por un
residuo de alanina (A). Asimismo, las cargas positivas de los residuos catioénicos de lisina
(K) favorecen la interaccion electrostatica con los fosfolipidos cargados negativamente de
las membranas bacterianas. Por otro lado, la alanina (A) y la leucina (L), al ser aminoécidos
hidrofébicos, contribuyen a la flexibilidad estructural del péptido y permiten la adopcion de
conformaciones anfipaticas que facilitan la permeabilizacion de las membranas. Finalmente,
el triptéfano (W) podria desempeiar un papel clave como residuo anfipatico en la insercion
y estabilizacion del péptido en la membrana, una hipdtesis que merece ser explorada en
estudios posteriores.
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9.1 Conclusiéon general

Se determind que la mayoria de los péptidos presentan una actividad antibacteriana, sin
embargo, son los péptidos 37 y 38 los que muestran una alta actividad para las cepas
evaluadas. Por otra parte, se determin6 que no hay una correlacion directa entre la estructura
helicoidal de los péptidos y su actividad antimicrobiana. No obstante, los cambios de
aminoacidos frente al péptido original si favoreci6 la actividad antimicrobiana, identificando
aminodacidos clave que influyen en dicha actividad, tales como lisina, cisteina, leucina,
alanina y triptofano, los cuales participan en la interaccion electrostatica, estabilidad
estructural y propiedades anfipaticas del péptido.

9.2 Conclusiones especificas

Los péptidos 37 y 38 mostraron la mayor actividad antibacteriana, superando incluso al
péptido original 43. Se obtuvieron valores de ICso entre 6,08 y 16,82 uM frente a las cinco
cepas, destacando la sensibilidad de P. aeruginosa al péptido 37 (ICso = 6,08 uM) y de S.
aureus al péptido 38 (ICso = 7,49 uM). La cepa mas resistente fue K. pneumoniae (I1Cso =
12,66 uM). A concentraciones de 20 uM, se observé efecto bactericida en Gram negativas
y un efecto principalmente bacteriostatico en Gram positivas.

El anélisis global evidencio que las propiedades fisicoquimicas —carga neta, hidrofobicidad
y estructura tridimensional— determinan tanto la eficacia antimicrobiana como la
especificidad de accion. Una carga positiva alta favorece la interaccion con membranas
bacterianas cargadas negativamente; un balance adecuado de hidrofobicidad facilita la
insercion en la bicapa lipidica sin inducir agregacion excesiva ni hemolisis; y la estructura
helicoidal anfipatica, aunque relevante, no se correlaciona de forma lineal con la actividad,
actuando en conjunto con los otros parametros.

El calculo del indice terapéutico mostro que el péptido 37 combina alta actividad
antibacteriana con una de las ventanas terapéuticas mas amplias, lo que lo posiciona como
el candidato mas prometedor para desarrollo farmacoldgico. El péptido 38 también presentd
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una actividad elevada, aunque con una ventana de seguridad mas estrecha, lo que sugiere la
necesidad de optimizacion.

En términos de seguridad, a la concentracion de 20 pM (la mas utilizada en los ensayos
antimicrobianos), los péptidos mantuvieron mas del 80% de viabilidad en fibroblastos.
Ademas, no se detecto citotoxicidad significativa en lineas celulares HEK y A549, lo que
confirma su especificidad hacia bacterias.

9.3 Recomendaciones

Se recomienda profundizar en los experimentos de reduccion, oxidacion y alquilacion de la
cisteina, ya que estos cambios demostraron influir en la conformacion de los péptidos y, en
consecuencia, en su actividad antimicrobiana. Una evaluacion mas detallada de los estados
redox permitira esclarecer el papel de los enlaces disulfuro en la estabilidad estructural y
funcional de los péptidos. Asi mismo, se sugiere considerar el uso de solventes como PBS,
que favorecen la estabilidad estructural y, con ello, la actividad antimicrobiana. Este tipo de
aproximaciones facilitard la optimizacion de las condiciones de formulacion y conservacion
de los péptidos para futuros desarrollos terapéuticos, junto con la realizacion de ensayos de
citotoxicidad.

Es necesario validar la actividad antimicrobiana de los péptidos en condiciones mas cercanas
al ambiente fisioldgico, incluyendo ensayos en medios bioldgicos como suero o plasma, asi
como en presencia de proteinas séricas —con especial atencion a enzimas proteoliticas
(tripsina, quimotripsina)—, con el fin de determinar si la eficacia observada in vitro se
mantiene en contextos mas complejos y representativos.

Finalmente, es pertinente ampliar el panel bacteriano a cepas altamente patdgenas y realizar
estudios de sinergia con antibidticos convencionales y de farmacocinética, que contribuyan
a proyectar la aplicabilidad clinica de estos péptidos como agentes antimicrobianos.

9.4 Perspectivas

Los péptidos 37 y 38, de acuerdo con los resultados obtenidos, presentan un potencial de
aplicacion principalmente en el ambito topico o desinfectante. En este sentido, podrian
emplearse en formulaciones para piel, heridas o superficies, asi como en el recubrimiento y
esterilizacion de equipos e instrumentos quirirgicos. Adicionalmente, estos péptidos
podrian evaluarse como adyuvantes antimicrobianos, actuando como potenciadores de
antibioticos convencionales, lo que permitiria reducir las dosis necesarias y contribuir a
prevenir el desarrollo de resistencia bacteriana.
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Por otra parte, se recomienda mitigar posibles efectos citotoxicos y mejorar la estabilidad
de los péptidos mediante modificaciones en su secuencia aminoacidica. Incluso, podria
considerarse la abreviacion de la secuencia si la actividad antimicrobiana se concentra en
motivos estructurales clave, dado que los estudios demostraron su capacidad de auto
agregarse, lo cual abre nuevas perspectivas para su optimizacion estructural y funcional
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Anexos

11.1 Graficas de inhibicion bacteriana. calculo ICsg

A continuacion. se presentan las graficas de inhibicion bacteriana obtenidas para cada
péptido y sus diferentes concentraciones en un periodo de 24 h. con el proposito de
determinar la concentracion inhibitoria al 50% (ICso). Dada la cantidad de graficas generadas

por cada cepa bacteriana. se incluyen como ejemplo representativo las correspondientes a
E. coli.
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Figura 41. Graficas resultantes de la cinética de crecimiento medido durante 24 h a diferentes concentraciones de péptidos.

de la cual se logr6 determinar el ICso.

Se resalta que las graficas son el resultado del tratamiento de datos donde se tomaron los datos
de las concentraciones durante el tiempo (24 h), aplicando el modelo matemdtico para integrar
todos los datos tomados por replicas técnicas.

Las desviaciones estandar observadas para cada péptido muestran que los datos son

consistentes y cercanos a la media en la mayoria de los casos. En cuanto a los coeficientes
de correlacion. se obtuvieron valores cercanos a 1 0 0. lo que indica que los péptidos 36, 37,

38,41 y 43 presentan correlaciones moderadas a fuertes. mientras que para los péptidos 39
y 40 las correlaciones fueron mas débiles.
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11.2Tablas con valores de deconvolucién espectral,

determinando estructuras secundarias a través de un
analisis de IR-ATR

Se observan los datos de la deconvolucién donde se calculan las estructuras secundarias
presentes en el péptido derivadas de los calculos de amplitud, centro, ancho y area de un
promedio de cuatro gaussianas.

Tabla 18. Se muestran los porcentajes relativos de las estructuras secundarias predominantes (-hoja, hélice a, vueltas y

desorden) para los péptidos 37,38 y 43 en diferentes condiciones de solventes, obtenidos de los parametros obtenidos del
ajuste deconvolutivo de los espectros.

Péptido 37
Condicion p-hoja (%) Hélice a (%) Vueltas (%) Desorden (%)
H0 7,24 18,04 - 74,71
PBS 73,17 24,88 1,95 -
SDS 89,51 249 7.84 0,16
Tris 94,71 0,07 523 -
Triton 88,17 0,64 11,18 -
Péptido 38
Condicion p-hoja (%) Hélice a (%) Vueltas (%) Desorden (%)
H0 6,26 24,82 - 68,93
PBS 41,51 54,37 4,11 -
SDS 84,50 3,84 11,40 0,25
Tris — 0,06 4,67 95,27
Péptido 43
Condicion p-hoja (%) Hélice a (%) Vueltas (%) Desorden (%)
H0 12,95 15,51 - 71,54
PBS 74,83 23,14 2,02 -
SDS 95,71 3,20 0,54 0,54
Tris 95,16 0,30 447 0,06

Donde se puede observar mayoritariamente estructura de Lamina 3 y desordenado, en todos
los péptidos, en cuanto a la hélice a, se ve mayor favorecimiento disolviendo los péptidos
en PBS y H20.
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11.3Graficos de correlacion entre los valores del IC50 y el % de
hemdlisis
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Figura 42. Graficos de dispersion que muestran la relacion entre ICso, y el porcentaje de hemolisis para los péptidos

evaluados frente a E. coli O157:H7, P. aeruginosa, K. pneumoniae, S. aureus 'y E. faecalis.
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