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porque yo soy tu Dios, y te ayudaré 

por dondequiera que vayas. 
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RESUMEN 

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL PÉPTIDO PALINDRÓMICO LfcinB  

(21-25)Pal RWQWRWQWR Y SUS ANÁLOGOS 
 

El incremento en la resistencia de los microorganismos a los tratamientos 

convencionales, debido al uso indiscriminado de los antibióticos en humanos, 

animales y plantas, es un problema de salud pública a nivel mundial. En las 

últimas décadas se han venido realizando esfuerzos para la búsqueda de 

soluciones terapéuticas que permitan tratar las infecciones causadas por 

patógenos resistentes. Una de las alternativas más estudiadas son los péptidos 

antimicrobianos (PAMs), como la Lactoferricina bovina (LfcinB), que ha 

demostrado tener actividad antibacteriana, antifúngica, anticancerígena, entre 

otras. Se identificaron péptidos derivados de la LfcinB con actividad 

antibacteriana, dentro de los cuales uno de los más promisorios es el péptido 

palindrómico LfcinB (21-25)Pal: RWQWRWQWR. En este trabajo se evaluó la 

actividad antimicrobiana de 38 péptidos derivados de la secuencia palindrómica 

LfcinB (21-25)Pal en los cuales se realizaron modificaciones como: reemplazó de 

arginina por lisina, cambios puntuales de L-aminoácidos por D-aminoácidos, 

péptidos con la secuencia completa con D-aminoácidos y péptidos quiméricos 

que incluyen el motivo mínimo de la LfcinB. La actividad antibacteriana y 

antifúngica de estos péptidos fue evaluada en Escherichia coli ATCC 25922, C. 

tropicalis ATCC 1369 y en aislados clínicos, con fenotipos sensibles y 

resistentes, de Escherichia coli 1004, Escherichia coli 301755, C. tropicalis1018 

y C. tropicalis883. Se realizaron curvas de letalidad para determinar el tipo de 

actividad antimicrobiana: mortalidad (bactericida, fungicida) o inhibición del 

desarrollo y crecimiento (bacteriostática, fungistática) y se realizaron curvas de 

sinergia e interacción con ciprofloxacina y fluconazol. El péptido palindrómico 

LfcinB (21-25)Pal presentó actividad en aislados clínicos sensibles y resistentes 

de E. coli y C. tropicalis, confirmando que la actividad antimicrobiana observada 

en cepas de referencia también se presenta en aislados clínicos. La secuencia 

derivada del palíndromo, H2N-RRWQWRRWQWRR-CONH2 presentó la mejor 

actividad frente a la cepa de referencia, el aislado clínico sensible y el aislado 

clínico resistente E. coli 301755. Este péptido presentó actividad bactericida y 

un efecto de indiferencia en combinación con ciprofloxacina. El péptido con 

mejor actividad en los aislados clínicos de C. tropicalis fue el péptido original 

LfcinB (21-25)Pal H2N-RWQWRWQWR-CONH2 que presentó actividad 
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fungistática en la cepa de referencia y aislados clínicos e igualmente un efecto 

de sinergia en combinación con Fluconazol. 

 

En este trabajo se identificaron péptidos que presentaron actividad 

antimicrobiana contra cepas de referencia y aislados clínicos sensibles y 

resistentes, sugiriendo que estas moléculas pueden ser candidatas para 

estudios de desarrollo de agentes terapéuticos contra infecciones bacterianas 

y/o fúngicas. 

 

Palabras claves: LfcinB, péptidos antimicrobianos, Actividad antimicrobiana, 

Escherichia coli, Candida tropicalis 
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ABSTRACT 

ANTIMICROBIAN ACTIVITY OF LfcinB (21-25)Pal RWQWRWQWR  

PALINDROMIC PEPTID AND IT ANALOGUES 
 

The increase in the resistance of microrganisms to conventional treatments, due 

to the indiscriminate use of antibiotics in humans, animals, and plants, is a public 

health problem worldwide. In recent decades, efforts have been made to search 

for therapeutic solutions to treat infections caused by resistant pathogens. One 

of the most studied alternatives are antimicrobial peptides (PAMs), such as 

bovine lactoferricin (LfcinB), which has been shown to have antibacterial, 

antifungal, and anticancer activity, among others. Peptides derived from LfcinB 

with antibacterial activity were identified, among which one of the most promising 

is the palindromic peptide LfcinB (21-25)Pal: RWQWRWQWR. In this 

investigation, we evaluated the antimicrobial activity of 38 peptides derived from 

the palindromic sequence LfcinB (21-25)Pal in which modifications were made, 

such as: replacement of arginine by lysine, punctual changes of L-amino acids 

by D-amino acids, peptides with the complete sequence with D-amino acids, and 

chimeric peptides that include the minimal motif of LfcinB. The antibacterial and 

antifungal activity of these peptides was evaluated in Escherichia coli ATCC 

25922, C. tropicalisATCC 1369 and in clinical isolates with sensitive and resistant 

phenotypes of Escherichia coli 1004, Escherichia coli 301755, C. tropicalis1018 

and C. tropicalis883. Killing rate curves were performed to determine the type of 

antimicrobial activity: mortality (bactericidal, fungicidal) or growth inhibition 

(bacteriostatic, fungistatic) and synergy and interaction curves with ciprofloxacin 

and fluconazole were performed. 

 

The palindromic peptide LfcinB (21-25)Pal showed activity in sensitive and 

resistant clinical isolates of E. coli and C. tropicalis, confirming that the 

antimicrobial activity observed in reference strains is also present in clinical 

isolates. The sequence derived from the palindrome H2N-RRWQWRRWQWRR- 

CONH2 showed the best activity against the reference strain, the sensitive clinical 

isolate and the resistant clinical isolate E. coli 301755. This peptide al showed 

bactericidal activity and an indifference effect in combination with ciprofloxacin. 

The peptide with the best activity in the clinical isolates of C. tropicalis was the 

original peptide LfcinB (21-25)Pal H2N-RWQWRWQWR- CONH2, which 

presented fungistatic activity in the reference strain and clinical isolates, as well 

as a synergistic effect in combination with Fluconazole. 
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In this work, peptides that presented antimicrobial activity against reference 

strains and sensitive and resistant clinical isolates were identified, suggesting 

that these molecules may be candidates for development studies of therapeutic 

agents against bacterial and/or fungal infections. 

 

Keywords: LfcinB, antimicrobial peptides, antimicrobial activity, Escherichia coli, 

Candida tropicalis 
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1. Introducción 

 
 

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) se produce cuando los 

microorganismos poseen genes de resistencia que les permiten crecer en 

presencia de los antibióticos haciendo que estos dejen de ser eficaces (1). 

Algunas de las causas para que la RAM sea cada vez más frecuente está el uso 

inadecuado y excesivo de antibióticos en el ámbito intrahospitalario y 

agroindustrial. Los extensos periodos de permanencia en hospitales 

incrementan el riesgo de adquirir infecciones causadas por microorganismos 

multirresistentes (2). 

Por lo anterior la RAM es considerada como un problema de salud pública que 

incrementa los costos de los tratamientos y el riesgo de mortalidad. En el año 

2015 la organización mundial de la salud (OMS) adoptó un plan de acción sobre 

la RAM en el cual se busca generar conciencia en sectores como la medicina, 

la veterinaria, la agricultura, las finanzas y el medio ambiente para reducir la 

mortalidad causada por la RAM (OMS, 2016) (3). 

Es importante la búsqueda de nuevas alternativas terapéuticas, siendo una de 

las más estudiadas los Péptidos Antimicrobianos (PAMs). Los PAMs contienen 

hasta 50 aminoácidos, son producidos naturalmente por el sistema inmunitario 

en mamíferos y tienen propiedades inmunomoduladores, antimicrobianas, 

anticancerígenas, antihipertensivos y antioxidantes (4). Han sido considerados 

los nuevos antibióticos ya que presentan actividad en bacterias, hongos, virus y 

parásitos, con ventajas como amplio espectro de actividad y baja capacidad de 

inducir resistencia (5). 

La Lactoferricina (Lfcin) es un derivado de la lactoferrina (LF) obtenida por la 

digestión de la proteína con la pepsina gástrica (6), se encuentra en mamíferos 

y tiene mayor actividad antimicrobiana que la LF. Se ha reportado que la 

Lactoferricina Bovina (LfcinB) tiene mayor actividad antimicrobiana que la 

Lactoferricina Humana (LfcinH). La secuencia de la LfcinB es catiónica y 

anfipática y se ha sugerido que los residuos cargados positivamente interactúen 

con las moléculas cargadas negativamente de la superficie celular, mientras que 
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los residuos de triptófano (Trp) interactúan con la bicapa lipídica de la membrana 

(7)(8) 

Péptidos cortos derivados de la LfcinB han presentado mayor actividad 

antimicrobiana que la LfcinB, entre ellos se destacan los péptidos que tienen el 

motivo mínimo RRWQWR. Las formas diméricas han demostrado tener mejor 

actividad que los péptidos monoméricos frente a bacterias Gram negativas y 

Gram positivas y un efecto sinérgico en combinación con antibióticos como 

vancomicina o ciprofloxacina (10). La actividad antibacteriana de péptidos 

sintéticos que contienen el motivo mínimo fue evaluada y se evidenció que la 

inclusión de un residuo de Ala en el extremo N-terminal de la secuencia 

(ARRWQWR) disminuyó la actividad, mientras que las formas diméricas y 

tetraméricas de este motivo potenciaron la actividad (9,10). Péptidos que 

contienen el motivo mínimo RRWQWR funcionalizados con moléculas no 

peptídicas presentaron mejor actividad que los péptidos no conjugados. Los 

resultados sugieren que la mejora de la actividad depende de la naturaleza de 

la molécula no peptídica; por ejemplo, la inclusión del ácido 6-aminohexanoico 

(Ahx) en el extremo N-terminal ha demostrado mejorar la actividad 

antimicrobiana de amplio espectro (11). El péptido palindrómico LfcinB (21-25)Pal 

mostró actividad antibacteriana contra cepas Gram positivas y Gram negativas 

y es considerado un péptido promisorio para desarrollar tratamientos contra 

infecciones bacterianas (9,10). 

 
En este trabajo se determinó la actividad antimicrobiana del péptido LfcinB (21- 

25)Pal contra aislados clínicos de E. coli y C. tropicalis. También se evaluaron 

péptidos derivados del péptido palindrómico frente a E. coli ATCC 25922, C. 

tropicalis ATCC 1369 y aislados clínicos con perfiles de susceptibilidad 

conocidos denominados E. coli 1004, E. coli 301755, C. tropicalis1018 y C. 

tropicalis883, esto con el fin de identificar péptidos que presenten igual o mayor 

actividad que el péptido original. 
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2. Antecedentes 

 
 

La Lactoferrina (LF) también conocida como Lactotransferrina, es una 

glicoproteína producida en los gránulos de los neutrófilos y en las glándulas 

exocrinas (saliva, lágrimas, mucosas, líquido seminal y secreciones bronquiales) 

(12) 

La LF se compone de 692 aminoácidos que forman dos lóbulos globulares 

conectados por una hélice alfa, que están involucrados en el transporte de 

hierro. La LF posee alta resistencia a la degradación proteolítica por enzimas 

similares a la tripsina. Algunas de las funciones biológicas de la LF son la 

actividad antimicrobiana, inmunomoduladora, antiinflamatoria, anticancerígena 

y regenerativa (12–14). 

La Lactoferricina B (LfcinB) es un péptido derivado de la lactoferrina, el cual 

contiene 25 aminoácidos (17FKCRRWQWRMKKLGAPSITCVRRAF41), sus 

funciones están asociadas a la capacidad de unirse al hierro, lo cual le confiere 

capacidades antimicrobianas (15). Ha sido usada a nivel industrial en 

suplementos nutricionales infantiles luego de demostrar que su administración 

oral actúa como agente protector o inmunomodulador (16). 

En estudios anteriores del grupo “Síntesis y aplicación de moléculas peptídicas 

(SAMP)” se demostró que el péptido H2N-RWQWRWQWR-CONH2 (LfcinB (21- 

25)Pal), presentó actividad antibacteriana contra bacterias Gram positivas y Gram 

negativas, actividad antifúngica y anticancerígena contra líneas celulares 

derivadas de cáncer de mama (tabla 1) (17–20). 

 
Tabla 1. Actividad antimicrobiana y anticancerígena del péptido LfcinB (21-25) Pal 

 

Actividad Antibacteriana 

Cepa MIC (µM) MBC (µM) 

E. coli ATCC 25922 26,9 33,7 

E. faecalis ATCC 29212 26,9 33,7 

E. coli ATCC 11775 17 17 

E. coli ATCC 43827 17 67 

P. aeruginosa ATCC 27853 67 135 

S. aureus ATCC 25923 135 >135 

  Actividad antifúngica  

CEPA MIC (µM) MBC (µM) 
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C. tropicalis ATCC 1369 34 34 

C. tropicalis 1018 34 34 

C. tropicalis 883 67 67 

Actividad Anticancerígena 

Línea Celular IC50 (µM) 

MDA-MB-468 49 

MDA-MB-231 135 

MCF-7 66 

 

El péptido LfcinB (21-25)Pal demostró tener actividad antibacteriana frente a 

bacterias Gram positivas y Gram negativas encontrando que la MIC varía 

dependiendo la cepa evaluada (18). En estudios anteriores se reportó que el 

péptido presentó actividad significativa (MIC:17µM - 135µM) y efecto sinérgico 

en combinación con vancomicina en S. aureus ATCC 25923 (10,19) También se 

evidenció que el péptido ejerce efecto citotóxico en líneas celulares de cáncer de 

mama como MDA-MB-468, MDA-MB-231 y MCF-7 con valores de IC50 que 

varían de 49 µM a 135 µM y su actividad está asociada a procesos apoptóticos 

(21,22). El péptido LfcinB (21-25)Pal mostro no ser degradado en medio de cultivo 

suplementado con Suero Fetal Bovino (SFB) y el medio tratado previamente con 

células HeLa, mostrando % de recuperación inferiores al 50% (23). Además, el 

péptido RWQWRWQWR mostró una degradación >90% en medio RPMI 

suplementado con SFB al 10% tras 2 horas de reacción. Cuando el péptido fue 

tratado con tripsina o quimotripsina se evidenció que el péptido fue degradado 

significativamente. 

 
En este trabajo, se evaluó la actividad antimicrobiana del péptido palindrómico 

LfcinB (21-25)Pal en cepas sensibles y resistentes, con el fin de establecer si la 

actividad del péptido observada en cepas de referencia también se presentaba 

en aislados clínicos de E. coli y C. tropicalis. Además, se evaluó la actividad 

antimicrobiana de péptidos derivados del péptido LfcinB (21-25)Pal los cuales 

tienen modificaciones de la secuencia original del péptido haciendo cambios 

secuenciales y puntuales con el fin de identificar péptidos que presenten igual o 

mayor actividad que el péptido original. 



20 
 

3. MARCO TEÓRICO 

 
3.1. Péptidos antimicrobianos (PAM) 

 

Los péptidos antimicrobianos (PAMs) son secuencias de no más de 100 

aminoácidos de naturaleza catiónica y/o anfipática, producidos por procariotas 

y eucariotas. Son considerados los nuevos antibióticos y se han descrito 3100 

PAMs naturales que se caracterizan por desempeñar un papel clave en la 

defensa inmune innata contra virus, bacterias y hongos. Los PAMs establecen 

interacciones no específicas con moléculas de la superficie celular cargadas 

negativamente provocando aumento de la permeabilidad, fuga de componentes 

citoplasmáticos y muerte celular (24,25). 

Entre las ventajas descritas de los PAMs están: baja toxicidad para las células 

eucariotas, fuerte estabilidad térmica, alta solubilidad, bajo peso molecular y baja 

capacidad de inducir resistencia (25). Los PAMs se pueden clasificar de 

diferentes maneras, según su fuente u origen que puede ser de mamíferos, 

anfibios, microorganismos e insectos; según su actividad pueden ser 

antibacterianos, antifúngicos, antivirales, antiparasitarios y anticancerígenos 

(26). También se clasifican con base a la composición de aminoácidos, pueden 

ser ricos en prolina (Pro), en triptófano y arginina, en histidina (His) o glicina 

(Gly). Se han propuestos diferentes mecanismos de acción a través de los 

cuales los PAMs pueden causar la permeabilización de la membrana, tales 

como: el poro toroidal, el modelo barrel stave y el modelo similar a una alfombra. 

Otros mecanismos de acción de los péptidos están asociados a la inhibición de 

la biosíntesis de proteínas, ácidos nucleicos, proteínas y división celular(26,27). 

 
3.2. Escherichia coli 

 

 
E. coli es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo no esporulado, que se 

encuentra en la mucosa que recubre las células epiteliales del tracto 

gastrointestinal, intestino grueso, colon y reside como comensal en el 

microbioma fecal de vertebrados (28) 
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Se encuentra con mayor frecuencia en ámbitos intra y extrahospitalarios, es 

causante de la gran mayoría de las infecciones del tracto urinario, tracto intestinal 

y se ha evidenciado que es el principal causante de meningitis y septicemias en 

neonatos (29) 

Desde el 2010 se ha observado un crecimiento significativo a nivel mundial de 

E. coli productora de betalactamasas de espectro extendido (ESBL) y el 

incremento de cepas multirresistentes tales como la E. coli ST131 con 

resistencia a cefalosporinas de espectro extendido y fluoroquinolonas, 

igualmente se ha evidenciado aislamientos con producción de carbapenemasas, 

resistencia a fluoroquinolonas, aminoglucósidos y trimetoprim sulfametoxazol 

(4,5). 

Aunque E. coli es normalmente un comensal del tracto gastro intestinal, algunas 

cepas han adquirido factores de virulencia otorgándoles potencial patogénico, lo 

cual le permite causar infecciones intestinales, así como otras extraintestinales, 

principalmente urinarias. Una clasificación patogénica referencia varios tipos de 

E. coli : Enterotoxigénica (ETEC), enteropatogénica (EPEC) productoras de 

toxina Shiga (STEC) dentro de las que se encuentra la enterohemorrágica 

(EHEC) y especialmente la E. coli O157:H7 conocida por causar importantes 

patologías intestinales asociadas a transmisión alimentaria, la enteroagregativa 

(EAEC), adherente difusa (DAEC), enteroinvasiva (EIEC), invasiva adherente 

(AIEC) y los grupos patogénicos extra intestinales (ExPEC) que incluyen la uro 

patógena (UPEC), la trasmitida por sangre (BBEC) y meningítica (NMEC) 

importante debido a que es el bacilo Gram negativo más frecuente en meningitis 

especialmente en edad neonatal con una tasa de letalidad de hasta un 40%. 

(28–32) 

El género Escherichia fue estudiado por mucho tiempo y clasificado teniendo en 

cuenta algunas características de metabolismo bioquímico como las reacciones 

al indol, rojo de metilo, Voges-Proskauer y Citrato (IMViC test) para la 

denominación de nuevas especies como E. adecarboxylata. Se ha clasificado 

dependiendo de su importancia clínica y potencial de infección a humanos, 

denominados Grupos Entericos, permitiendo la nominación de otras especies 

como Escherichia vulneris, Escherichia hermannii y Escherichia fergusonii, entre 
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otras. Posteriormente con herramientas moleculares se identificaron Escherichia 

albertii y Escherichia marmotae. Luego algunas especies se clasificaron 

nuevamente en otros géneros antes ubicadas en el género Escherichia como L. 

adecarboxylata, A. hermannii, P. vulneris y S. blattae (29). 

E. coli además de causar infecciones adquiridas en la comunidad, también es 

una de las principales causantes de infecciones asociadas a la atención en salud 

(antes conocidas como nosocomiales) y en Europa junto a Klebsiella 

pneumoniae representan hasta el 35% de este tipo de infecciones; en EE. UU 

se ha evidenciado una tendencia al aumento (33). 

 
3.2.1. Resistencia en Escherichia coli 

 

Muchos aislamientos clínicos adquiridos en comunidad y asociados a atención 

en salud son identificados fenotípicamente como cepas productoras de beta 

lactamasas de espectro extendido (BLEE), siendo la betalactamasa CTX-M una 

de las más frecuentes. La presencia de estas enzimas de resistencia bacteriana 

demanda del uso de Carbapenémicos como opción terapéutica aumentando los 

costos de la terapia y los riesgos de selección de cepas multirresistentes. 

Aunque el uso de betalactámicos combinados con inhibidores de 

betalactamasas no está indicado en infecciones causadas por enterobacterias 

productoras de BLEE, en algunos países se ha considerado el uso de 

Piperacilina/Tazobactam, sí el aislamiento presenta sensibilidad in vitro a este 

antibiótico, lo cual se puede deber a un mayor poder inhibidor del Tazobactam 

el cual sobrepasa la acción hidrolítica de las betalactamasas. (30,32). 

Desde la década de los 90´s se ha estudiado la incidencia de las betalactamasas 

de espectro extendido en enterobacterias, principalmente en E. coli y Klebsiella 

pneumoniae y se ha observado un aumento en la presencia del CTX-M en E. 

coli por la fácil diseminación de estos genes de resistencia en elementos 

genéticos móviles (30,32,33) 

E. coli, hace parte de los Enterobacteriales productores de Carbapenemasas 

(CRE) considerado uno de los tres temas más urgentes en el ámbito de 

resistencia microbiana a nivel mundial y en 2017 fue ingresado a la lista de 
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patógenos prioritarios en la investigación y desarrollo de nuevos antibióticos de 

la OMS (30,32). 

E. coli además de presentar resistencia a betalactámicos, también presenta 

resistencia a quinolonas, aminoglucósidos, fosfomicina y prácticamente todos 

los grupos de antibióticos disponibles en la actualidad (28,30), incluidas las 

polimixinas, antibióticos considerados de última línea por su potencia 

antibacteriana y de uso alterno por sus efectos tóxicos en el organismo (34). 

Por otra parte, la resistencia antibiótica en E. coli no solo es consecuencia de la 

presencia de diversas enzimas que hidrolizan o bloquean la acción de los 

antibióticos; existen otros mecanismos de resistencia asociados al transporte de 

moléculas a través de la membrana externa la cual está compuesta por 

fosfolípidos, lipopolisacáridos, lipoproteínas y porinas de membrana, entre otros. 

Las porinas participan en diversos procesos de transporte de compuestos 

químicos hacia o desde el interior de la célula, siendo responsables algunas 

veces de permitir o no el paso de dichas sustancias o participando en el 

mantenimiento estructural. La deficiencia o alteración de algunas de estas 

porinas puede terminar en un aumento de la sensibilidad de E. coli a algunos 

antibióticos o por el contrario un aumento de la resistencia, según sea el proceso 

celular en el cual participe cada porina; por ejemplo, la penetración de 

fluoroquinolonas y betalactámicos se hace por medio de la OmpF que permite 

el paso de dichos antibióticos, sin embargo una mutación en el gen ompF, 

confiere resistencia al microorganismo, mientras que otras porinas como OmpA 

mantienen la integridad estructural e impiden el paso de algunas moléculas y su 

deleción se ha asociado con aumento en la sensibilidad antibiótica (35). 

 
3.3. Candida tropicalis 

 

C. tropicalishace parte del grupo de las denominadas Non albicans Candidas 

(NAC) siendo una de las más importantes especies de este grupo junto a 

Candida parapsilosis y Candida glabrata. C. tropicalis ha sido aislada de 

infecciones sistémicas en todo el mundo siendo la segunda especie más 

frecuente en infecciones por levaduras del género Candida en Brasil y la tercera 

en el resto de Sudamérica (6,7). 
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Anteriormente C. tropicalis era considerada ampliamente susceptible (95-98%) 

a Fluconazol y Anfotericina, sin embargo, recientemente se ha evidenciado un 

aumento en la resistencia a los principales antifúngicos (36). Es una levadura 

diploide, productora de blastosporas ovaladas, pseudohifas e hifas verdaderas 

las cuales sirven para su identificación. Macroscópicamente se observan 

colonias de color crema con bordes miceliales y en algunas ocasiones las 

colonias pueden presentar pequeñas proyecciones en forma de sol, en agares 

cromógenos se observan de color azul oscuro y microscópicamente se observan 

levaduras redondas de un tamaño aproximado de 4-11 µm (37) 

Algunas características en el metabolismo como la osmotolerancia, la 

supervivencia en altas concentraciones salinas y la formación de hifas (36). 

Históricamente los casos de candidiasis siempre se habían atribuido a C. 

albicans, sin embargo, la frecuencia de infecciones causadas por NAC se ha 

incrementado y este comportamiento se sigue evidenciando (38). 

Las condiciones clínicas que desencadenan inmunodeficiencias se convierten 

en un factor de riesgo en las infecciones por NAC sumado al uso de antifúngicos 

profilácticos en pacientes que ingresan a unidades de cuidado críticos. C. 

tropicalis en India y Suramérica es la especie de NAC más frecuente en 

infecciones asociadas a la atención en salud (39–41). En pacientes con 

neutropenia, en lesiones de piel de candidiasis invasiva diseminada C. tropicalis 

se ha aislado con alta frecuencia (39,42–44). 

C. tropicalis causa otras infecciones fúngicas como candidiasis oral, 

vulvovaginitis, candidiasis orofaríngea, onicomicosis, infecciones interdigitales, 

infecciones de tracto urinario, candidemia, entre otras (40,42,43). 

 
3.3.1. Resistencia en C. tropicalis 

 

En años anteriores C. tropicalis era considerada ampliamente (95-98%) 

susceptible a Fluconazol y Anfotericina, sin embargo, recientemente se ha 

evidenciado un aumento en la resistencia a los principales antifúngicos 

principalmente en pacientes con SIDA o leucemia (45). 

La resistencia in vitro se ha relacionado con mal pronóstico en algunos eventos 

clínicos y aun no es claro el o los mecanismos moleculares asociados a 
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resistencia que presenta Candida tropicalis. Recientes estudios asocian estos 

mecanismos con los presentados en otras especies de Candida como 

mutaciones en el gen ERG11 o el uso de transportadores de e-flujo como los 

codificados por los genes MDR/CDR, entre otros (42,46) 

Aunque la información de resistencia de esta especie a los principales azoles 

antifúngicos no está ampliamente descrita como en Candida albicans, si hay 

cada vez más evidencia que demuestra el incremento en la resistencia a 

Fluconazol y otros antifúngicos (36). 

Los antifúngicos actualmente usados en candidiasis invasivas están distribuidos 

en tres grandes grupos: polienos, azoles y equinocandinas. La resistencia a 

estos grupos ya ha sido descrita y se convierte en la razón de la búsqueda de 

nuevas alternativas terapéuticas. Los factores que influyen en la resistencia 

pueden involucrar varios mecanismos como disminución de la afinidad del target 

molecular del antifúngico, expulsión de la molécula con bombas de e-flujo y 

genéticamente la modificación o mutación de genes involucrado como es el caso 

de C. tropicalis donde se han encontrado mutaciones en el gen ERG11 

responsable de codificar la región de la enzima donde se encuentra el target de 

los azoles y una sobreexpresión del mismo lo que conlleva a una disminución 

en la afinidad al antifúngico. 

Los azoles son agentes fungistáticos que inhiben la biosíntesis del ergosterol 

componente estructural e importante de la membrana fúngica mediante el 

bloqueo de la enzima que convierte el lanosterol en ergosterol (Pappas, 2018; 

de Olivera, 2020). Su amplio uso en el tratamiento de las candidiasis puede ser 

una de las razones de la selección de resistencia y la diseminación reciente de 

esta resistencia. La resistencia a fluconazol en C. tropicalis se ha reportado 

alrededor del mundo en muchos países incluido Colombia llegando hasta el 10% 

en donde además se han reportado resistencias a Itraconazol y Voriconazol. 

Así mismo también podemos encontrar resistencia a otros grupos de 

medicamentos como las equinocandinas y los polienos como Anfotericina B, 

antifúngicos que son empleados según la localización de la infección, junto con 

los Azoles los cuales llegan a concentraciones más altas; no obstante, la 
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resistencia ha ido en incremento en todos los grupos de antifúngicos sin 

demostrarse algún escenario prometedor (41,42). 

En este trabajo, se evaluó la actividad antimicrobiana contra cepas de referencia 

y aislados clínicos de E. coli y C. tropicalis de péptidos derivados de la secuencia 

LfcinB (21-25) Pal. Se evaluó si las modificaciones de la secuencia como: 

incorporación de moléculas de naturaleza no peptídica, sustitución, adición de 

aminoácidos y la polivalencia de la secuencia potencian la actividad frente a las 

cepas evaluadas. 
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4. PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 

 
 

¿Cuál será la actividad antimicrobiana del péptido LfcinB (21-25)Pal en aislados 

clínicos de E. coli y C. tropicalis respecto a las cepas de referencia? ¿Cuáles 

péptidos derivados del péptido LfcinB (21-25)Pal con sustituciones Arg por Lys, 

L-aminoácidos por D-aminoácidos o quimeras presentarán igual o mayor 

actividad antibacteriana y antifúngica en E. coli y C. tropicalis que el péptido 

original? 
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5. HIPÓTESIS 

 
 

¿El péptido LfcinB (21-25)Pal presentará igual o mayor actividad antimicrobiana 

en aislados clínicos de E. coli y C. tropicalis respecto a las cepas de referencia? 

Las modificaciones realizadas a la secuencia del péptido LfcinB (21-25)pal, como 

sustitución de Arg por Lys, sustitución de L-aminoácidos por D-aminoácidos y 

quimeras, mantendrán o potenciarán la actividad contra E. coli y C. tropicalis. 
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6. OBJETIVOS 

 

 
6.1. OBJETIVO GENERAL 

 

Evaluar la capacidad antibacteriana y antifúngica de los péptidos análogos de 

LfcinB (21-25)pal en E. coli y Candida tropicalis. 

 
6.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

- Determinar la concentración mínima inhibitoria de péptidos análogos de LfcinB 

(21-25)pal en E. coli y Candida tropicalis 

- Establecer la concentración mínima bacteriostática y fungistática de los 

péptidos análogos de LfcinB (21-25)pal en E. coli y Candida tropicalis. 

- Establecer el efecto de indiferencia, aditividad o sinergia de los péptidos con 

los mejores resultados en combinación con antibióticos en E. coli y Candida 

tropicalis. 
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7. METODOLOGÍA 

 
 

7.1. DISEÑO METODOLÓGICO 

 

El diseño experimental para el desarrollo de este trabajo contempló las 

siguientes etapas: 

 
 

 

 
 

Figura 1. Diseño metodológico desarrollado en tres etapas 

 
 
 

-En la primera etapa se realizó la reactivación de las cepas de E. coli ATCC 

25922, C. tropicalis ATCC 1369 y los aislados clínicos a partir de viales 

congelados en caldos y medios de enriquecimiento. Se evalúo la concentración 

mínima inhibitoria (MIC/MBC o MIC/MFC) del péptido LfcinB (21-25)Pal y de los 

38 péptidos modificados contra las cepas de referencia ATCC. Aquellos péptidos 

que presentaron los mejores res ultados fueron seleccionados para determinar 

la actividad antibacteriana en los aislados clínicos. Los péptidos que 

Etapa 1: Evaluación de la 
Concentración Mínima 
Inhibitoria (MIC) de los 

péptidos evaluados 

Etapa 2: Curvas de 
letalidad con los peptidos 
de mejor actividad en las 

cepas de referencia y 
aislados clinicos 

Etapa 3: Ensayos de 
interacción con los 
peptidos de mejor 

actividad con 
ciprofloxacina/fluconazol 
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presentaron los mejores resultados de actividad antibacteriana en las cepas de 

referencia y los aislados clínicos fueron seleccionados para la etapa 2. 

-En la segunda etapa se realizaron curvas de letalidad con los péptidos que 

presentaron mejor actividad en cepas de referencia ATCC y aislados clínicos 

para evidenciar si el efecto presentado es bactericida/fungicida o 

bacteriostático/fungistático. 

-En la tercera etapa se evaluó la actividad antibacteriana o antifúngica de 

combinaciones péptido/antibiótico mediante la técnica de tablero de ajedrez 

usando los péptidos con mejor actividad en combinación con ciprofloxacina para 

E. coli y fluconazol para C. tropicalis frente a cepas de referencia ATCC y 

aislados clínicos. 

 
 

7.2. REACTIVOS Y MATERIALES 

 

Agar Tripticasa de Soya (TSA), Agar Mueller Hinton (AMH), Caldo Mueller Hinton 

(CMH), Caldo infusión cerebro corazón (BHI), Agua peptonada, Agua destilada 

estéril, Medio RPMI, Ciprofloxacina, Fluconazol, E. coli ATCC 25922, aislado 

clínico E. coli 1004, aislado clínico E. coli 301755, C. tropicalisATCC 1369, 

aislado clínico C. tropicalis883, aislado clínico C. tropicalis1018. Los péptidos 

fueron sintetizados y purificados por el grupo de investigación SAMP. 

 
7.2.1. OBTENCION DE LOS AISLADOS CLÍNICOS, IDENTIFICACIÓN 

Y PERFIL DE SUSCEPTIBILIDAD 

 

Dos aislados clínicos de E. coli codificados como E. coli 1004 y E. coli 301755 

fueron aportados por la Dra. Aura Lucia Leal de la Facultad de Medicina de la 

Universidad Nacional de Colombia. Los aislados clínicos de C. tropicalisC. 

tropicalis 1018 y C. tropicalis 883 fueron donados por la Unidad de Investigación 

en Proteómica y Micosis Humanas, de la Universidad Pontificia Javeriana. 

Las pruebas de identificación y perfil de susceptibilidad antimicrobiana fueron 

realizadas mediante equipos automatizados de marca Biomerieux® para 

determinar género, especie y antibiograma en un laboratorio de referencia. 
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7.3. TÉCNICAS Y PROCEDIMIENTOS 
 

7.3.1. ACTIVACIÓN Y ALMACENAMIENTO DE LAS CEPAS 

 

Las cepas bacterianas de E. coli ATCC 25922 y C. tropicalis ATCC 1369 fueron 

activadas de acuerdo con el protocolo establecido por el proveedor 

(Microbiologics). Se realizaron tres pases seriados hasta obtener una tasa de 

crecimiento óptima y para confirmar la pureza del crecimiento se realizó tinción 

de Gram. Las cepas luego de activadas fueron conservadas en caldo Infusión 

Cerebro Corazón (BHI) y Glicerol al 20% en congelación a -80°C 

Los aislados clínicos identificados como E. coli 1004, E. coli 301755, C. tropicalis 

883 y C. tropicalis 1018 fueron conservados en crio viales en BHI y Glicerol al 

20% en congelación a -80°C. Para los ensayos se tomó una alícuota de trabajo 

directamente de la cepa congelada para evitar perder propiedades metabólicas 

y bioquímicas en el proceso de repiques para cada uso. 

Los cultivos se almacenaron entre 30 y 60 días a 4°C, al cumplirse este término 

o al observar cambios o contaminación en las cajas se desecharon y se tomó un 

inóculo del cultivo stock y se cultivó realizando pases seriados hasta observar una 

tasa de crecimiento óptima. 

 
 
 

7.3.2. OBTENCIÓN DE LOS PÉPTIDOS DERIVADOS DE 
LACTOFERRICINA BOVINA 

 

Los péptidos de LfcinB evaluados fueron sintetizados y caracterizados por el 

grupo de investigación Síntesis y Aplicación de Moléculas Peptídicas (SAMP), 

del Departamento de Química de la Universidad Nacional de Colombia, 

utilizando la síntesis en fase sólida estrategia Fmoc/tBu. Estas moléculas fueron 

purificadas por SPE y caracterizadas por RP-HPLC y espectrometría de masas 

MALDI-TOF. 

Estos fueron agrupados según la modificación realizada a la secuencia original 

de la siguiente manera: 

 Modificación de L-aminoácidos por D-aminoácidos
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 Adición de Argininas o Lisinas

 Sustitución de la Arginina central por aminoácidos naturales y no 

naturales

 Quimeras

 
 

7.3.3. DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN MÍNIMA 
INHIBITORIA (MIC) 

 
 

7.3.3.1. DETERMINACIÓN DE (MIC) EN E. coli 

 

La determinación de la MIC de los péptidos para los aislados clínicos y la cepa 

ATCC de E. coli se realizó con base a la guía M100 de la CLSI en la cual se 

toma una placa de 96 pozos y se preparan volúmenes finales de 100 µL por 

pozo de la siguiente manera: 90 µL de caldo de cultivo CMH en las posiciones 

de evaluación y lectura (excepto pozos de control o H2O), posteriormente se 

agregaron 90 µL del péptido para una concentración final en el pozo inicial de 

200 µg/mL y se realizaron diluciones en base dos tomando 90 µL desde la 

concentración de 200 hasta 6.2 µg/mL en el orden mencionado en la distribución 

de cada placa y finalmente se agregó 10 µL del inóculo ajustado a 5×105 

UFC/mL, según la curva de calibración reportada previamente. Las placas se 

incubaron por 24 horas y se realizó la lectura de absorbancia a 620 nm. 

Por otra parte, para la determinación de la MIC de Ciprofloxacino, para la cepa 

de referencia y la cepa sensible, se tomó como valor el descrito en la guía de la 

CLSI M100 que corresponde a un valor de 0.25 µg/mL, mientras para el aislado 

clínico resistente E.coli 301755 se realizó un ensayo según se describió 

anteriormente. 

 

7.3.3.2. DETERMINACIÓN DE (MIC) EN C. tropicalis 

 

Para la determinación de la MIC de los péptidos en la cepa ATCC y los aislados 

clínicos de C. tropicalis y del fluconazol en el aislado clínico resistente C. 

tropicalis 883, se tomó como base la guía M27-A3 y M27-S4. Para esto se 

adicionaron inicialmente a la placa 100 µL de medio RPMI a los pozos en los 

cuales se harían las diluciones del péptido, posteriormente se agregaron 100 µL 
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de péptido preparado a una concentración final en el pozo de 200 µg/mL y se 

realizaron diluciones en base 2 hasta 6.2 µg/mL, finalmente se agregó 100 µL 

del inóculo de la cepa de C. tropicalis ajustado a 5×103 UFC/mL, la placa se 

incubo a 37°C por 48 horas y se realizó la lectura de la absorbancia a 620 nm. 

 
 

 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A H2O H2O H2O       H2O H2O H2O 

 

B 
P1: 

R 1 
[200] 

P 1: 

R 2 
[200] 

P 1: 

R 3 
[200] 

P2: 

R 1 
[200] 

P 2: 

R 2 
[200] 

P 2: 

R 3 
[200] 

P3: 

R 1 
[200] 

P 3: 

R 2 
[200] 

P 3: 

R 3 
[200] 

P4: 

R 1 
[200] 

P 4: 

R 2 
[200] 

P 4: 

R 3 
[200] 

C [100] 
  

[100] 
  

[100] 
  

[100] 
  

D [50] 
  

[50] 
  

[50] 
  

[50] 
  

E [25] 
  

[25] 
  

[25] 
  

[25] 
  

F [12.5] 
   

[12.5] 
   

[12.5] 
   

[12.5] 
  

G [6.25] 
   

[6.25] 
   

[6.25] 
   

[6.25] 
  

H CP CP CP CP CP CP CP CP CP CP CP CP 

P: Péptido. 

R: Réplica. 
Los números en corchetes cuadrados [ ], corresponden a la concentración en µg/mL. 
CP: Control positivo 

 

 

Figura 2. Distribución de la placa multipozos para determinación de MIC en E. 

coli y C. tropicalis. En cada pozo, en los corchetes cuadrados, se indica la 

concentración final del péptido (µg/mL). 

Pasado el periodo de incubación se midieron las absorbancias a 630 nm. 

 
Para la determinación de la MIC, las concentraciones evaluadas se expresan en 

unidades µM teniendo en cuenta la bibliografía reportada. 

 
 
 

7.3.4. CONCENTRACIÓN MÍNIMA BACTERICIDA / FUNGICIDA O 
BACTERIOSTATICA / FUNGISTATICA 

 

El tipo de actividad (bactericida/bacteriostática o fungicida/fungistática) fue 

determinado mediante la realización de siembras en Agar Mueller Hinton (AMH) 

para E. coli y en Agar Saboraud (AS) para C. tropicalis, realizando lecturas a las 

24 y 48 horas respectivamente. 
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Posterior a la lectura de absorbancias para la determinación de la MIC, se 

realizaron siembras en AMH/AS con sus respectivos controles, tomando 

muestra de la placa de 96 pozos en las concentraciones evaluadas en donde no 

se observó turbidez, que indicaba crecimiento para la cepa de referencia y 

aislados clínicos. Las siembras se realizaron en el agar como lo muestra la figura 

3, estableciendo como actividad bactericida/fungicida la concentración en la cual 

no se observó crecimiento del microorganismo al cumplir el tiempo de 

incubación. 

 

 
Figura 3. Rotulación de la caja de Petri para ensayos de determinación de la 

MBC/MFC: los valores indican las concentraciones en µg/mL. Control negativo 

(CN), Control positivo (CP) Control de crecimiento (CC), Control técnica (CT) 

 
 
 
 
 

7.3.5. CURVAS DE LETALIDAD Y MUERTE EN E. coli 

 

Las curvas de letalidad se realizaron según el protocolo descrito en la CLSI- 

M100, se realizó la activación de las cepas 24 horas antes a 37°C y en placas 

multipozos se adicionaron 90 µL de CMH en cada pozo, se agregaron 90 µL del 

péptido a evaluar y se realizaron diluciones seriadas (0.25 MIC, 0.5 MIC, MIC, 2 

MIC y 4 MIC), posteriormente se agregaron 10 µL del inóculo ajustado a 5×106 

UFC/mL para una concentración final en cada pozo de 5×105 UFC/mL. La placa 

CC 200 µg/mL 

CT 100 µg/mL 

CP 50 µg/mL 

CN 25 µg/mL 

6.25 µg/mL 12.5 µg/mL 
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se incubo durante 48 horas a 37°C y se realizaron lecturas de absorbancia a las 

0, 2, 4, 8, 12, 24, 36 y 48 horas, a una absorbancia de 600 nm 

 
7.3.6. CURVAS DE LETALIDAD Y MUERTE EN C. tropicalis 

 

Las curvas de letalidad se realizaron teniendo en cuenta la norma CLSI según 

los protocolos descritos por la guía M27-A3 y M27-S4. Se realizó la activación 

de las cepas 24 horas antes a 37°C y en placas de 96 pozos se agregaron 100 

µL de caldo RPMI en cada pozo, se agregaron 100 µL del péptido a evaluar y se 

realizaron diluciones seriadas (0.25 MIC, 0.5 MIC, MIC, 2 MIC y 4 MIC), 

posteriormente se agregaron 100 µL del inóculo ajustado a 5×105 UFC/mL para 

una concentración final de 5×103 UFC/mL. La placa se incubo durante 72 horas 

a 37°C y se realizaron lecturas de absorbancias a las 0, 2, 4, 8, 12, 24, 36 y 48 

horas, a una absorbancia de 600 nm 

 
7.3.7. ENSAYO DE INTERACCIÓN DE PÉPTIDOS EN E. coli CON 

CIPROFLOXACINA 

 

Los ensayos de actividad de combinaciones entre los péptidos con 

ciprofloxacina en E. coli se realizaron según el método de tablero de ajedrez en 

placas de 96 pozos. Este ensayo consiste en realizar combinaciones a 

diferentes concentraciones entre péptido y antibiótico, para esto se realizaron 

diluciones con base a la MIC conocida de ciprofloxacina y la MIC del péptido a 

evaluar en E. coli (0.25 MIC, 0.5 MIC, MIC, 2 MIC, 4 MIC). 

Para esto se agregan 25 µL de cada dilución de ciprofloxacina y 25 µL del 

péptido en cada pozo en donde se evalúa la interacción y se agregan 50 µL del 

inóculo para una concentración final en cada pozo de 5×105 UFC/mL, la placa 

se incubó a 37°C durante 16-20 horas. La distribución de la placa se observa en 

la figura 4. 

 
7.3.8. ENSAYO DE INTERACCIÓN DE PÉPTIDOS EN C. tropicalis 

CON FLUCONAZOL 

 

Los ensayos de actividad de combinaciones entre los péptidos evaluados con 

fluconazol y C. tropicalis se realizaron según el método de tablero de ajedrez en 
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placas de 96 pozos, este ensayo consiste en realizar combinaciones a diferentes 

concentraciones entre péptido y antibiótico, para esto se realizaron diluciones 

en base a la MIC conocida de fluconazol y la MIC del péptido a evaluar en C. 

tropicalis (0.25 MIC, 0.5 MIC, MIC, 2 MIC, 4 MIC). 

Para esto se agregaron 50µL de cada dilución de fluconazol y 50 µL del péptido 

en cada pozo en donde se evalúa la interacción y se agregó en cada pozo 100µL 

del inóculo para una concentración final en cada pozo de 5×103 UFC/mL, la placa 

se incubó a 37°C durante 16-20 horas. 

Para los ensayos de interacción en E. coli y C. tropicalis se realizaron lecturas 

de absorbancias y la interpretación de estos resultados fueron analizados por el 

software Compusyn. 

Índice CI: ≤ 1: sinergia, =1: efecto aditivo, > 1: antagonismo. 
 

  1 2 3 4 5 6 

A
N

T
IB

IÓ
T

IC
O

 

 

A 4 [MIC] 
4 [MIC] / 

0.25 [MIC] 

4 [MIC] / 

0.5 [MIC] 

4 [MIC] / 

[MIC] 

4 [MIC] / 

2 [MIC] 

4 [MIC] / 

4 [MIC] 

 

B 2 [MIC] 
2 [MIC] / 

0.25 [MIC] 

2 [MIC] / 

0.5 [MIC] 

2 [MIC] / 

[MIC] 

2 [MIC] / 

2 [MIC] 

2 [MIC] / 

4 [MIC] 

 

C [MIC] 
[MIC] / 

0.25 [MIC] 

[MIC] / 

0.5 [MIC] 

[MIC] / 

[MIC] 

[MIC] / 

2 [MIC] 

[MIC] / 

4 [MIC] 

 

D 0.5 [MIC] 
0,5 [MIC] / 

0.25 [MIC] 

0,5 [MIC] / 

0.5 [MIC] 

0,5 [MIC] / 

[MIC] 

0,5 [MIC] / 

2 [MIC] 

0,5 [MIC] / 

4 [MIC] 

 

E 0.25 [MIC] 
0,25 [MIC] / 

0.25 [MIC] 

0,25 [MIC] / 

0.5 [MIC] 

0,25 [MIC] / 

[MIC] 

0,25 [MIC] / 

2 [MIC] 

0,25 [MIC] / 

4 [MIC] 

 
F 

Control 

cepa 
0.25 [MIC] 0.5 [MIC] [MIC] 2 [MIC] 4 [MIC] 

 PÉPTIDO 

 

Figura 4. Distribución de la placa multipozos para evaluar la actividad de 

combinaciones entre el péptido y el antibiótico en E. coli y C. tropicalis. 

 

 
Para los ensayos realizados para la determinación MIC, MBC/MFC, curvas de 

letalidad y curvas de interacción se incluyeron los siguientes controles que 

garantizan la validez del montaje: 

● Control Negativo (CN): Corresponde a una mezcla de agua destilada y 

medio de cultivo (CMH para bacterias y RPMI para hongos) más el 
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volumen del inóculo respectivo para cada microorganismo (10 µL para 

bacterias y 100 µL para hongos) 

● Control Positivo (CP): Corresponde al antibiótico o antifúngico de control 

que se debe inocular en una concentración final en el pozo equivalente a 

la concentración reportada de actividad antimicrobiana (dilución con 

medio) más el inóculo respectivo para cada microorganismo (10 µL para 

bacterias y 100 µL para hongos). Esta concentración de actividad 

correspondía para las cepas de referencia y cepa sensible a la reportada 

en la guía M100 y M27 (0.25 µg/mL para Ciprofloxacino en E. coli y 2 

µg/mL para Fluconazol en C. tropicalis). Para los aislados clínicos 

resistentes, la concentración del antibiótico para el control positivo en las 

curvas de letalidad y ensayos de interacción fue la determinada en la 

etapa 1 para ambos microorganismos. 

● Control de técnica (CT): Corresponde al volumen indicado para cada 

pozo de medio de cultivo de cada microorganismo (CMH o RPMI) más 

agua peptonada en un volumen equivalente al del inóculo de cada 

microorganismo (10 µL para bacterias y 100 µL para hongos) 

● Control de Crecimiento (CC): Corresponde al volumen indicado para cada 

pozo de medio de cultivo respectivo de cada microorganismo (CMH o 

RPMI) más el inóculo de cada microorganismo (10 µL para bacterias y 

100 µL para hongos) 

 
 
 
 
 
 
 

 
8. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 
 

8.1. IDENTIFICACIÓN Y PERFIL DE SUSCEPTIBILIDAD DE AISLADOS 

CLINICOS 

Los resultados de la identificación y el perfil de susceptibilidad de los aislados 

clínicos se pueden observar en la Tabla 2. Se evidencia que la cepa E. coli 1004 
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y C. tropicalis 1018, fueron considerados aislamientos “Sensibles”, por presentar 

susceptibilidad antimicrobiana a los antibióticos y antimicóticos de uso clínico y 

ambulatorio evaluados por la tecnología Vitek (micro dilución en agar, 

Biomerieux®). 

Por otra parte, la cepa E. coli 301755 no presentó susceptibilidad a varios 

antibióticos de uso clínico, mostrando un fenotipo BLEE que evidencia la 

presencia de betalactamasas de espectro extendido, mientras la cepa C. 

tropicalis 883 no fue susceptible a Fluconazol, uno de los principales 

antimicóticos de uso clínico y ambulatorio, por lo que estos dos aislamientos 

clínicos fueron considerados “Resistentes” y para estos aislamientos se 

determinó el valor de la MIC tanto para Ciprofloxacino como para Fluconazol, ya 

que si se usaban los valores de MIC de las cepas de referencia, no se obtendría 

un control positivo satisfactorio. 

Tabla 2. Clasificación fenotípica de los aislados clínicos de E. coli y C. tropicalis, 

Susceptible (S), Resistente (R) 

 
 Clasificaci ón fenotípica  

Aislados E. coli Resistente Susceptible + 

 
1004 

 AK, AM, BLEE, CAX, CAZ, CEF, CIP, CPE, 

CTX, CXM.AX, ETP, GEN, MER, NIT, NOR, 

SAM, SXT 

 

301755 
AM, CAX, CIP, CPE, 

NOR, SXT 
AK, ETP, GEN, MER, NIT, SAM BLEE 

Aislados C. tropicalis Resistente Susceptible  

1018  FLC, CAS, AMB  

883 FLC CAS, AMB  

Amikacina (AK), Ampicilina (AM), Batalactama Exp. Ext. (BLEE), Ceftriaxona (CAX), Ceftazidima (CAZ), Ciprofloxacino (CIP),  

Cefalotina (CPE), Cefotaxima (CTX), Cefuroxima (CXM), Cefuroxime Axetil (CXM-AX), Ertapenem (ETP), Gentamicina (GEN), 

Meronepem (MER), Nitrofurantoina (NIT), Norfloxacina (NOR), Ampicilina/Sulbactam (SAM), Trimetro Sulfametoxazol (ZXT) 
 

 
 

Para E. coli 301755 el valor de la MIC obtenida para Ciprofloxacino fue de 125 

µg/mL, así mismo el valor obtenido de MIC de Fluconazol para la cepa resistente 

C. tropicalis 883 fue de 128 µg/mL. Estas concentraciones serían tenidas en 

cuenta para el desarrollo de los ensayos de curvas de letalidad al tratarse de un 

control positivo de inhibición del crecimiento. 
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8.2. ETAPA 1: Concentración mínima inhibitoria del péptido LfcinB (21- 

25)Pal y péptidos análogos de LfcinB (21-25)Pal en E. coli y C. 

tropicalis 

 
8.2.1. MIC y MBC/MFC del péptido LfcinB (21-25)Pal en E. coli y C. 

tropicalis 

 
 

En la Tabla 3 se presentan los MIC y MBC/MFC encontrados para el péptido 

LfcinB (21-25)Pal, frente a las cepas E.coli y C. tropicales seleccionadas para 

este estudio. Los ensayos de actividad antimicrobiana del péptido LfcinB (21- 

25)Pal frente a las cepas de referencia E. coli ATCC 25922 y C. tropicalis ATCC 

1369, muestran actividad antimicrobiana en una MIC de 25 y 50 µg/mL 

respectivamente, resultados que coinciden con reportes previos de actividad 

antimicrobiana del péptido LfcinB (21-25)Pal en la cepa de referencia E. coli 

ATCC 25922. Mientras que en los aislados clínicos E. coli 1004, E. coli 301755 

y en C. tropicalis 1018, C. tropicalis 883, el péptido presentó valores de MIC 

entre 25 y 100 µg/mL (17-67 µM). Se puede observar que el péptido presentó 

actividad similar para la cepa de referencia E. coli ATCC 25922 y el aislado 

clínico sensible E. coli 1004 y también presentó actividad significativa contra el 

aislado resistente E. coli 301755 (MIC: 50 µg/mL). El péptido palindrómico 

presentó actividad similar para la cepa de referencia C. tropicalis ATCC 1369 y 

el aislado clínico C. tropicalis 883 resistente a Fluconazol (MIC: 50 µg/mL). Este 

péptido también presentó actividad contra el aislado clínico susceptible a 

Fluconazol (MIC: 100 µg/mL). Los resultados están acordes con reportes previos 

que muestran que el péptido palindrómico presentó actividad en concentraciones 

similares tanto para bacterias como para hongos (20,47). 

Estos resultados demuestran que el péptido LfcinB (21-25)Pal tiene amplio 

espectro de acción en cepas de referencia y aislados clínicos sensibles y 

resistentes de E. coli y C. tropicalis lo que la hace una molécula candidata para 

desarrollar tratamientos contra infecciones causadas por E. coli y/o C. tropicalis. 

Tabla 3. Valores de MIC/MBC del péptido LfcinB (21-25)Pal 

 

Actividad Antimicrobiana del péptido LfcinB (21-25)Pal 



41 
 

 

 MIC  MBC/MFC 
Cepa       

 µg/mL µM µg/mL µM 

E. coli ATCC 25922 25 17 25 17 

E. coli 1004 25 17 100 67 

E. coli 301755 50 34 200 135 

C. tropicalis ATCC 1369 50 34 100 67 

C. tropicalis 1018 100 67 100 67 

C. tropicalis 883 50 34 100 67 

 

 

8.2.2. MIC y MBC en E. coli ATCC 25922 

 
Con el fin de identificar péptidos análogos al péptido LfcinB (21-25)Pal que 

presenten igual o mayor actividad antibacteriana que el péptido original, se 

evaluaron 37 péptidos en la cepa de referencia E. coli 25922. Los 37 péptidos 

fueron distribuidos en cuatro categorías para mayor facilidad de análisis. 

El primer grupo corresponde a los péptidos 1 al 11 (Tabla 4), estas once 

moléculas contenían sustituciones de L-aminoácidos por D-aminoácidos (dR, 

dW y/o dQ). Todos los péptidos de este grupo presentaron actividad 

antibacteriana contra E. coli ATCC 25922 en un rango desde 25 µg/mL hasta 

100 µg/mL dependiendo la posición del D-aminoácido. Según la literatura, la 

presencia de D-aminoácidos, confiere mayor estabilidad al péptido al disminuir 

la susceptibilidad de proteólisis in vivo (48). Es importante resaltar que el cambio 

de L-aminoácidos por D-aminoácidos no afecta la carga neta del péptido 

sugiriendo que la conformación quiral de los aminoácidos en la secuencia es 

importante en la actividad antibacteriana del péptido. 

Los péptidos 3 (H2N-RWdQWRWQWR-CONH2) y 8 (H2N-RWQWRWQWdR-CONH2) 

presentaron similar actividad que el péptido original de 25 µg/mL, siendo estos 

los péptidos con los mejores resultados de este grupo. Mientras que cambios en 

las otras posiciones de la secuencia disminuyeron la actividad antibacteriana 

indicando que el cambio de estos residuos por D-aminoácidos afecta la esta 

actividad. Algo Interesante es que cuando se cambió todos los L-Trp por D-Trp 

(péptido 10) o L-Gln por D-Gln (péptido 11), el valor del MIC (50 µg/mL) se 

incrementó en una dilución indicando que estas modificaciones afectan en 

menor medida la actividad antibacteriana que cuando se cambian todas las L- 
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Arg por D-Arg (péptido 9, MIC:100 µg/mL). Los resultados también indican que 

no se observó ningún patrón que indique relación entre la actividad 

antibacteriana y los cambios de L-aminoácidos por D-aminoácidos. 

Tabla 4. Valores de MIC/MBC de los péptidos con modificación de L- 

aminoácidos por D-aminoácidos 

 

  

Actividad antibacteriana en E. coli 25922 

Nombre  
Secuencia 

MIC  MBC 

µg/mL µM µg/mL µM 

LfcinB (21-25)Pal H2N-RWQWRWQWR-CONH2 25 17 25 17 

1 H2N-dRWQWRWQWR-CONH2 50 34 200 135 

2 H2N-RdWQWRWQWR-CONH2 50 34 100 67 

3 H2N-RWdQWRWQWR-CONH2 25 17 50 34 

4 H2N-RWQdWRWQWR-CONH2 100 67 100 67 

5 H2N-RWQWdRWQWR-CONH2 100 67 200 135 

6 H2N-RWQWRWdQWR-CONH2 50 34 100 67 

7 H2N-RWQWRWQdWR-CONH2 50 34 50 34 

8 H2N-RWQWRWQWdR-CONH2 25 17 100 67 

9 H2N-dRWQWdRWQWdR-CONH2 100 67 100 67 

10 H2N-RdWQdWRdWQdWR-CONH2 50 34 50 34 

11 H2N-RWdQWRWdQWR-CONH2 50 34 50 34 

 
 

Los péptidos 12 al 23 corresponden a secuencias en las que: se adicionaron 

argininas, Fc-Ahx, RGD-Ahx, Aib, o se hicieron sustituciones de Arg por Lys 

(Tabla 5). Todos los péptidos presentaron actividad antibacteriana contra E. coli 

ATCC 25922, presentando valores de MIC entre 25 µg/mL hasta 100 µg/mL (12 

a 51 µM), excepto los péptidos 17 y 18 que no tuvieron actividad a la máxima 

concentración evaluada. Los péptidos con adiciones de Argininas o 

sustituciones por Lisinas en diferentes posiciones (12, 13, 14, 15, 16, 21 y 23) 

mostraron actividad similar al péptido original, con un valor de MIC de 25 µg/mL. 

Estas modificaciones mantienen o aumentan la carga neta positiva del péptido, 

y esto puede indicar que la carga es relevante para la actividad antibacteriana 

contra esta cepa. Estudios previos han reportado que los péptidos con mayor 

carga catiónica otorgada por residuos como arginina y lisina pueden tener mayor 

interacción con la membrana celular lo que es concordante con el mecanismo 

propuesto para la LfcinB (49). También se puede observar que los péptidos 21 

y 23 presentaron la misma actividad antibacteriana que el péptido original, 
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sugiriendo que la inclusión de los motivos RGD-Ahx y Ahx-RGD en el extremo 

N-terminal y C-terminal respectivamente, no disminuyen la actividad 

antibacteriana. 

Tabla 5. Valores de MIC/MBC de péptidos modificados con adiciones de 

Arginina, Ferroceno (Fc), aminohexanoíco (Ahx), el motivo RGD o 

substituciones de Arginina por Lisina 

 

 

Actividad antibacteriana en E. coli ATCC 25922 

 
Nombre 

 
Secuencia 

MIC MBC 

µg/mL µM µg/mL µM 

LfcinB (21-25)Pal H2N-RWQWRWQWR-CONH2 25 17 25 17 

12 H2N-RRWQWRWQWRR-CONH2 25 14 100 56 

13 H2N-RWQWRWQWRR-CONH2 25 15 50 30 

14 H2N-RRWQWRRWQWR-CONH2 25 14 50 28 

15 H2N-RRWQWRRWQWRR-CONH2 25 13 100 51 

16 H2N-KWQWRWQWK-CONH2 25 17 50 35 

17 (H2N-RWQWRWQWR)2K-Ahx-CONH2 >200 >63 >200 >63 

18 Fc- Ahx-RWQWRWQWR-CONH2 >200 >110 >200 >110 

19 Aib-RWQWRWQWR-CONH2 50 30 100 59 

20 H2N-RGD-Ahx-RWQWRWQWR-CONH2 100 51 200 102 

21 H2N-RGD-Ahx-RRWQWRWQWR-CONH2 25 12 100 47 

22 H2N-RWQWRWQWR-Ahx-RGD-CONH2 50 25 100 51 

23 H2N-RRWQWRWQWR-Ahx-RGD-CONH2 25 12 100 47 

 
 

En el tercer grupo (Tabla 6), se evaluaron doce moléculas (péptidos 24 al 35), 

en estas secuencias se realizaron cambios de la Arg central por aminoácidos de 

diferente naturaleza, debido a que reportes previos muestran que el cambio de 

esta Arg por Ala mantuvo la actividad antibacteriana en E. coli ATCC 25922 (22). 

Se puede observar que solo los péptidos 24, 28, 29, 31 y 35 presentaron 

actividad antibacteriana contra esta cepa obteniendo valores de MIC entre 50 

µg/mL hasta 200 µg/mL. Se puede observar que ningún péptido con 

modificación en la posición 5 de la secuencia presentó similar actividad que el 

péptido original, sugiriendo que esta posición es importante para la actividad 

antibacteriana. Además, los péptidos cuya sustitución correspondió a un 

aminoácido natural (Ala, Pro, Val, o Met) de naturaleza alifática principalmente 

presentaron las mejores actividades. En los péptidos con sustitución de la Arg 

en la posición 5 por aminoácidos no naturales se observó disminución de la 
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actividad hasta una MIC igual o mayor a 200 µg/mL. Esos resultados son 

concordantes con lo reportado previamente, que sustituciones de este 

aminoácido afectan tanto la actividad antimicrobiana como la actividad 

anticancerígena (22) 

Tabla 6. Valores de MIC/MBC de péptidos con sustitución de la Arginina en la 

posición 5 

 

Actividad antibacteriana en E. coli ATCC 25922 

 
Nombre 

 
Secuencia 

MIC MBC 

µg/mL µM µg/mL µM 

LfcinB (21-25)Pal H2N-RWQWRWQWR-CONH2 25 17 25 17 

24 H2N-RWQWAWQWR-CONH2 50 36 200 143 

25 H2N-RWQWFWQWR-CONH2 >200 >135 >200 >135 

26 H2N-RWQWLWQWR-CONH2 >200 >138 >200 >138 

27 H2N-RWQWIWQWR-CONH2 >200 >138 >200 >138 

28 H2N-RWQWPWQWR-CONH2 50 35 100 70 

29 H2N-RW QWVWQWR-CONH2 50 35 200 140 

30 H2N-RWQWWWQWR-CONH2 >200 >132 >200 >132 

31 H2N-RWQWMWQWR-CONH2 50 34 100 68 

32 H2N-RWQW-Bpa-WQWR-CONH2 >200 200 >200 >138 

33 H2N-RWQW-Dip-WQWR-CONH2 >200 200 >200 >138 

34 H2N-RWQW-Nal-WQWR-CONH2 >200 200 >200 >138 

35 H2N-RWQW-HomoP-WQWR-CONH2 200 200 >200 >138 

 
 

Finalmente, se evaluaron dos quimeras peptídicas (péptidos 36 y 37, Tabla 7), 

las cuales contienen el motivo mínimo de actividad de la LfcinB y la secuencia 

palindrómica, donde los dos motivos están localizados tanto en el N-terminal 

como en el C-terminal. Se observa que las dos quimeras no presentaron 

actividad antibacteriana a las concentraciones evaluadas contra esta cepa ya 

que los valores de MIC no fue posible determinarlos, siendo estos mayores a 

>200 µg/mL, evidenciándose la unión del motivo RRWQWR-Ahx o Ahx- 

RRWQWR en el extremo N-terminal o C-terminal, respectivamente, no potenció 

la actividad antibacteriana si no que la disminuyó. Estos resultados muestran 

que a pesar de que se incrementó la carga neta de la molécula la actividad 

disminuyó significativamente, sugiriendo que la actividad antibacteriana es 

afectada por el aumento de la carga neta de la molécula cuando se incorporan 

secuencias catiónicas a la secuencia palindrómica. Lo anterior indica que la 

actividad antibacteriana puede mantenerse o mejorarse cuando se incrementa 
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la carga neta del péptido por sustituciones o adiciones puntuales de Arg en la 

secuencia palindrómica. 

Tabla 7. Valores de MIC/MBC de los péptidos quimeras 36 y 37 

 
Actividad antibacteriana en E. coli ATCC 25922 

 
Nombre 

 
Secuencia 

MIC  MBC  

µg/mL µM µg/mL µM 

LfcinB (21-25)Pal H2N-RWQWRWQWR-CONH2 25 17 25 17 

36 H2N-RRWQWR-Ahx-RWQWRWQWR-CONH2 >200 >77 >200 >77 

37 H2N-RWQWRWQWR-Ahx-RRWQWR-CONH2 >200 >77 >200 >77 

 
 

8.2.3. MIC y MBC en aislados clínicos de E. coli 

 
Los péptidos que presentaron los mejores resultados de actividad antibacteriana 

en E. coli ATCC 25922 (25 µg/mL), fueron seleccionados para determinar su 

actividad antibacteriana en los aislados clínicos de E. coli uno de ellos con 

fenotipo sensible (E. coli 1004) y otro aislado clínico con fenotipo resistente (E. 

coli 301755), a los antimicrobianos de rutina clínica.. 

En la Tabla 8 se puede evidenciar que dos de los péptidos, 8 (H2N- 

RWQWRWQWdR-CONH2) y 15 (H2N-RRWQWRRWQWRR-CONH2) 

presentaron en el aislado clínico sensible, E. coli 1004, una MIC de 25 µg/mL, 

misma concentración que la obtenida con la secuencia original LfcinB (21-25)Pal, 

demostrando actividad antibacteriana en la cepa de referencia y el aislado clínico 

sensible mostrando que el péptido tiene actividad antibacteriana en una cepa 

recuperada de una infección real. 

Así mismo, al enfrentar los péptidos a una cepa con fenotipo resistente a los 

principales antimicrobianos de uso clínico, E. coli 301755, los resultados fueron 

satisfactorios al obtener para el péptido con la secuencia original LfcinB (21- 

25)Pal y el péptido 14 una MIC de 50 µg/mL. Este resultado muestra que el 

péptido palindrómico y el péptido 14 presentan similar actividad en aislados 

clínicos resistentes evidenciando su potencial terapéutico y amplio espectro de 

actividad. 

Tabla 8. Evaluación de la actividad antibacteriana de los péptidos con mejor 

actividad en aislados clínicos E. coli 1004 y E. coli 301755 
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Actividad antibacteriana en los aislados clínicos E. coli 

 

Nombre 

E. coli 1004 E. coli 301755 

MIC MBC MIC MBC 

µg/mL µM µg/Ml µM µg/mL µM µg/mL µM 

LfcinB (21-25)Pal 25 17 100 67 50 34 200 135 

3 100 67 100 67 200 135 200 135 

8 25 17 50 34 100 67 100 67 

12 50 28 50 28 100 56 100 56 

13 100 61 200 122 100 61 100 61 

14 50 28 50 28 50 28 50 28 

15 25 13 25 13 200 102 >200 >102 

16 50 35 50 35 200 140 200 140 

21 50 24 200 94 >200 >94 >200 >94 

23 50 24 100 47 200 94 200 94 

 

 

La evaluación tanto de aislados clínicos y cepas de referencia ATCC cobra gran 

importancia debido a que las condiciones de crecimiento y desafío biológico de 

cada una de las cepas es diferente, esto es necesario para dilucidar el 

comportamiento de los péptidos en aislados clínicos que ya han estado en un 

sistema biológico, cuya actividad se puede afectar por las condiciones medio 

ambientales y encontrar diferencias en ensayos in vitro e in vivo, como se ha 

reportado en estudios previos, mostrando una actividad del péptido más real (48) 

Como resumen, en la tabla 9, se observan los resultados de actividad 

antibacteriana de los cuatro mejores péptidos en la cepa E.coli ATCC 25922 y 

en los aislados clínicos 1004 y 301755 de fenotipos sensible y resistente, 

respectivamente. La evaluación de la actividad antibacteriana in vitro con 

aislados clínicos permite predecir la actividad del péptido evaluado y nos brinda 

un acercamiento respecto a la dosis habitual de los péptidos frente a cepas de 

uso clínico en cepas con alteraciones ambientales o de uso externo como lo 

indica la guía CLSI M26-A (50) 

 

 
Tabla 9. Actividad antibacteriana de los mejores péptidos frente cepa de 

referencia y aislados clínicos 

 

Actividad antibacteriana de los péptidos en cepas y asilados clínicos de E. coli MIC y MBC (µg/mL (µM)) 

Nombre Secuencia ATCC 25922 1004 301755 
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  MIC MBC MIC MBC MIC MBC 

LfcinB (21-25) Pal H2N-RWQWRWQWR-CONH2 25 (17) 25 (17) 25 (17) 100 (67) 50 (34) 200 (135) 

8 H2N-RWQWRWQWdR-CONH2 25 (17) 100 (67) 25 (17) 50 (34) 100 (67) 100 (67) 

14 H2N-RRWQWRRWQWR-CONH2 25 (14) 50 (28) 50 (28) 50 (28) 50 (28) 50 (28) 

15 H2N-RRWQWRRWQWRR-CONH2 25 (13) 100 (51) 25 (13) 25 (13) >200 (102) >200 (102) 

 

 

Aunque el mecanismo de acción de los PAMs no está definido, se ha logrado 

evidenciar su interacción con la membrana, por esto se han evaluado diferentes 

modificaciones en péptidos con actividad promisoria incluyendo 

incorporación/sustitución de aminoácidos catiónicos e hidrofóbicos con el fin de 

facilitar la unión a la superficie bacteriana aniónica mediante interacciones 

electrostáticas que producen inestabilidad de la membrana, permeabilidad y 

ruptura de esta (51). En estudios previos en donde se evaluó la actividad 

antibacteriana de LfcinB y dos péptidos con sustituciones de Cys y Gly, se logró 

demostrar que cambios estructurales no alteraron la actividad antibacteriana en 

E. coli ATCC 25922 y S. aureus ATCC 25923 (51) 

 
Se demostró que el motivo mínimo RRWQWR posee mayor actividad 

antibacteriana en cepas de referencia como E. coli ATCC 11775 con una MIC 

de 12.5 µg/mL, promoviendo la búsqueda de modificaciones de péptidos con 

secuencias cortas que contengan el motivo mínimo (52). El péptido LfcinB (21- 

25)Pal demostró tener actividad antibacteriana frente a E. coli ATCC 25922 y E. 

faecalis ATCC 29212 con MIC de 26.9 µM para ambos microorganismos, 

resultados similares a los obtenidos en el presente estudio (18). Los péptidos 8, 

14 y 15 derivados de LfcinB (21-25)Pal son los primeros péptidos en demostrar 

actividad en E. coli ATCC 25922 y en aislados clínicos con fenotipos sensibles 

y resistentes, demostrando su amplio espectro de acción. 

8.2.4. Determinación de la actividad antifúngica de los péptidos en 

C. tropicalis ATCC 1369 

 
Se evaluaron veintiséis péptidos derivados del péptido LfcinB (21-25)Pal en la 

cepa de referencia C. tropicalis ATCC 1369 y los resultados obtenidos se 

presentan a continuación en grupos para mejor comprensión. 

La evaluación de la actividad antimicótica de los péptidos con modificaciones en 

diferentes posiciones de residuos en conformación “D” presentaron una MIC en 
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concentraciones de 200 µg/mL frente a la cepa de referencia C. tropicalis ATCC 

1369, indicando que los cambios de L-aminoácidos por D-aminoácidos de los 

péptidos evaluados, no mejoraron la actividad de la secuencia original (Tabla 

10). 

Tabla 10. Actividad antimicótica de péptidos con modificación de L-aminoácidos 

por D-aminoácidos. 

 

Actividad antifúngica en C. tropicalis ATCC 1369 

 
Nombre 

 
Secuencia 

MIC MFC 

µg/mL µM µg/mL µM 

LfcinB (21-25) Pal H2N-RWQWRWQWR-CONH2 50 34 100 67 

3 H2N-RWdQWRWQWR-CONH2 200 135 >200 >135 

6 H2N-RWQWRWdQWR-CONH2 200 135 >200 >135 

7 H2N-RWQWRWQdWR-CONH2 200 135 >200 >135 

8 H2N-RWQWRWQWdR-CONH2 200 135 >200 >135 

10 H2N-RdWQdWRdWQdWR-CONH2 200 135 >200 >135 

11 H2N-RWdQWRWdQWR-CONH2 200 135 >200 >135 

 
 

La evaluación de los péptidos con adiciones de argininas y/o sustitución de 

argininas por lisinas, permitió observar que los péptidos 14 y 15, los cuales 

tienen la adición de Arginina en la región central (posición 5) mostraron actividad 

antimicótica con una MIC de 100 µg/mL (Tabla 11). Mientras que las demás 

modificaciones disminuyeron dramáticamente la actividad anti fúngica. Lo 

anterior sugiere que los cambios realizados en la secuencia afectaron en mayor 

medida la actividad antifúngica contra C. tropicalis ATCC 1369 respecto a lo 

observado en E. coli ATCC 25922, sugiriendo diferencias en el modo de acción 

en estos microorganismos. 

Tabla 11. Actividad antimicótica de péptidos con adiciones de Arginina o Lisina 

 
Actividad antifúngica en C. tropicalis ATCC 1369 

  MIC MFC 

Nombre Secuencia µg/mL µM µg/mL µM 

LfcinB (21-25) Pal H2N-RWQWRWQWR-CONH2 50 34 100 67 

12 H2N-RRWQWRWQWRR-CONH2 >200 >111 >200 >111 

13 H2N-RWQWRWQWRR-CONH2 >200 >122 >200 >111 

14 H2N-RRWQWRRWQWR-CONH2 100 56 >200 >111 

15 H2N-RRWQWRRWQWRR-CONH2 100 51 >200 >102 

16 H2N-KWQWRWQWK-CONH2 200 140 >200 >140 

21 H2N-RGD-Ahx-RRWQWRWQWR-CONH2 200 94 >200 >94 
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22 H2N-RWQWRWQWR-Ahx-RGD-CONH2 200 102 >200 >102 

23 H2N-RRWQWRWQWR-Ahx-RGD-CONH2 200 94 >200 >94 

 

 

En el grupo de péptidos modificados con sustituciones de la arginina central 

(Tabla 12), los péptidos 28 y 30 (MIC:100 µg/mL) presentaron actividad anti 

fúngica mientras que los demás péptidos no presentaron actividad a las 

concentraciones evaluadas. El péptido 28 mostró la mejor actividad con una MIC 

de 50 µg/mL siendo similar a la observada para el péptido original, mientras la 

MIC obtenida para los demás péptidos fue de 200 µg/mL. 

 

 
Tabla 12. Actividad antimicótica de péptidos con sustitución de la Arginina 

central por aminoácidos naturales y no naturales 

 

Actividad antifúngica en C. tropicalis ATCC 1369 

 
Nombre 

 
Secuencia 

MIC MFC 

µg/mL µM µg/mL µM 

LfcinB (21-25)Pal H2N-RWQWRWQWR-CONH2 50 34 100 67 

24 H2N-RWQWAWQWR-CONH2 200 143 >200 >143 

25 H2N-RWQWFWQWR-CONH2 200 135 >200 >135 

26 H2N-RWQWLWQWR-CONH2 >200 >138 >200 >138 

27 H2N-RWQWIWQWR-CONH2 >200 >138 >200 >138 

28 H2N-RWQWPWQWR-CONH2 50 35 100 70 

29 H2N-RWQWVWQWR-CONH2 >200 >140 >200 >140 

30 H2N-RWQWWWQWR-CONH2 100 66 >200 >132 

31 H2N-RWQWMWQWR-CONH2 >200 >137 >200 >137 

32 H2N-RWQW-Bpa-WQWR-CONH2 >200 >137 >200 >137 

33 H2N-RWQW-Dip-WQWR-CONH2 >200 >137 >200 >137 

34 H2N-RWQW-Nal-WQWR-CONH2 >200 >137 >200 >137 

35 H2N-RWQW-HomoP-WQWR-CONH2 >200 >137 >200 >137 

 
 

8.2.5. Determinación de la actividad antimicótica de los péptidos 

en aislados clínicos de Candida tropicalis 

Los péptidos con la mejor actividad antimicótica en la cepa de referencia C. 

tropicalis ATCC 1369, el péptido original LfcinB(21-25)Pal y el péptido 28 con la 

modificación de prolina en la posición 5, fueron evaluados en aislados clínicos 

C. tropicalis 1018 y C. tropicalis 883 con fenotipos sensible y resistente a los 

principales antimicóticos de uso clínico, los resultados se resumen en la Tabla 

13 
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Tabla 13. Evaluación de péptidos con mejor actividad en aislados clínicos C. 

tropicalis 1018 y C. tropicalis 883 

 

 

Nombre 

 

Secuencia 

C. tropicalis 1018 C. tropicalis 883 

MIC  MFC MIC MFC 

µg/mL µM µg/mL µM µg/mL µM µg/mL µM 

LfcinB (21-25) Pal H2N-RWQWRWQWR-CONH2 50 34 100 67 100 67 100 67 

28 H2N-RWQWPWQWR-CONH2 100 70 200 140 200 140 >200 >140 

 
 

Los resultados mostraron que la secuencia original presentó actividad 

antimicótica para ambos aislados clínicos. La MIC fue de 50 µg/mL para el 

aislado clínico con fenotipo sensible C. tropicalis 1018, mientras que la MIC fue 

de 100 µg/mL para la cepa resistente C. tropicalis 883, estos resultados son 

consistentes con reportes previos de la actividad antifúngica de la secuencia 

original frente a cepas de referencia de C. tropicalis (20) 

Por otra parte, el péptido con sustitución de la arginina central por prolina mostró 

una MIC de 50 µg/mL en la cepa de referencia y una MIC de 100 µg/mL para el 

aislado clínico sensible que mientras para el aislado resistente la MIC fue de 200 

µg/mL. 

La actividad antifúngica de péptidos antimicrobianos ya ha sido evaluada en 

estudios previos (53,54) por la necesidad de búsqueda de terapias alternativas 

a los medicamentos existentes no solo por la resistencia que los 

microorganismos puedan presentar sino por la dificultad de alcanzar los nichos 

biológicos blanco de infección como el sistema nervioso central. 

Los resultados de la Etapa I muestran que el péptido palindrómico presentó 

actividad significativa contra cepas de referencia y aislados clínicos resistentes 

y sensibles de E. coli y C. tropicalis, confirmando que este péptido puede ser 

considerado como promisorio para desarrollar tratamientos contra infecciones 

bacterianas y fúngicas. Además, fue posible identificar que los péptidos 3, 8, 12, 

13, 14, 15, 16, 21 y 22 presentaron actividad antibacteriana contra E. coli ATCC 

25922. Además, los péptidos 15 y 17 presentaron similar actividad 

antibacteriana al péptido original contra el aislado clínico E. coli 1004. Mientras 

que el péptido 14 presentó similar actividad al péptido original contra el aislado 

clínico E. coli 301755. 
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Por otra parte, los péptidos 14, 15, 28 y 30 presentaron actividad antifúngica 

contra C. tropicalis ATCC 1369, siendo el péptido 28 el único que presentó 

similar actividad al péptido original en C. tropicalis ATCC 1369 y C. tropicalis 

1018 (Tabla 14). Los resultados muestran que fue posible identificar péptidos 

con similar actividad al péptido original en cepas de referencia y aislados clínicos 

de C. tropicalis y sugieren que la secuencia RWQWRWQWR puede ser utilizada 

como una plantilla para diseñar péptidos con actividad antibacteriana y 

antifúngica ampliando las opciones terapéuticas. 

Tabla 14. Resumen de la Actividad antimicótica de mejores péptidos frente cepa 

de referencia y aislados clínicos 

 

Actividad antibacteriana de los péptidos en cepas y asilados clínicos de C. tropicalis 

MIC y MFC (µg/mL (µM)) 

 
Nombre 

 
Secuencia 

C. tropicalis 

ATCC 1369 
C. tropicalis 1018 C. tropicalis 883 

MIC MFC MIC MFC MIC MFC 

LfcinB (21-25)Pal H2N-RWQWRWQWR-CONH2 50 (34) 100 (67) 50 (34) 100 (67) 100 (67) 100 (67) 

28 H2N-RWQWPWQWR-CONH2 50 (35) 100 (70) 100 (70) 200 (140) 200 (140) >200 (>140) 

 
 

8.2.6. Etapa 2. Curvas de letalidad con los péptidos de mejor 

actividad en las cepas de referencia y aislados clínicos 

Para el desarrollo de la etapa 2 se tomaron en cuenta los péptidos con los 

mejores resultados de la Etapa 1 (Tabla 15) para los aislamientos de E. coli y el 

péptido 28 para los aislamientos de C. tropicalis. Las curvas de letalidad se 

realizaron siguiendo los protocolos establecidos por la CLSI M100, M26A y M27. 

Tabla 15. Actividad antibacteriana de los péptidos con los mejores resultados en 

E. coli 

 
 

 

Actividad antibacteriana de péptidos frente a E. coli 

Cepa Nombre Secuencia MIC μg/mL (μM) MBC μg/mL (μM) 

 
 

E. coli 
ATCC 25922 

LfcinB(21-25)Pal H2N-RWQWRWQWR-CONH2 25 (17) 25 (17) 

8 H2N-RWQWRWQWdR-CONH2 25 (17) 100 (67) 

14 H2N-RRWQWRRWQWR-CONH2 25 (14) 50 (28) 

15 H2N-RRWQWRRWQWRR-CONH2 25 (13) 100 (51) 

E. coli 
1004 

LfcinB (21- 
25)Pal 

 
H2N-RWQWRWQWR-CONH2 

25 (17) 50 (34) 

8 H2N-RWQWRWQWdR-CONH2 25 (17) 50 (34) 
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 15 H2N-RRWQWRRWQWRR-CONH2 25 (13) 25 (13) 

E. coli 
301755 

LfcinB (21- 

25)Pal 

 
H2N-RWQWRWQWR-CONH2 

 
50 (34) 

 
200 (135) 

14 H2N-RRWQWRRWQWR-CONH2 50 (28) 50 (28) 

 

 

Como se puede evidenciar en la tabla 15 los mejores resultados en la cepa de 

referencia y aislados clínicos de E. coli corresponden a los péptidos LfcinB (21- 

25)Pal, 8, 14 y 15. Estos péptidos fueron elegidos para la evaluación de curvas 

de letalidad que permitan determinan el tipo de acción antibiótica 

(bactericida/bacteriostática). En la Figura 5, se presentan las curvas de los 

péptidos que presentaron mejor actividad frente a E. coli ATCC 25922, todas las 

moléculas presentaron una MIC 25 µg/mL (Tabla 15) y en las curvas fueron 

evaluadas concentraciones de 2MIC, MIC y 0.5MIC. Los resultados muestran 

que los péptidos LfcinB (21-25)Pal y 14 presentan una acción antibacteriana de 

tipo bacteriostática al valor de la MIC, ya que se evidencia crecimiento 

microbiano después de las 24 horas de incubación (Figura 5-A y C, línea verde). 

Es importante resaltar que el protocolo de la guía CLSI M26A recomienda una 

lectura final a las 24 horas de incubación por lo tanto la acción de estos péptidos 

demuestra una actividad promisoria, al evitar el crecimiento bacteriano al tiempo 

indicado por el protocolo (50). Por otra parte, los péptidos 8 y 15 (Figura 5-B y 

D), demostraron actividad bactericida hasta las 48 horas de incubación en el 

valor de la MIC evaluada, demostrando excelentes resultados. Es importante 

resaltar que los controles de crecimiento y de ciprofloxacina se comportaron de 

la manera esperada. 
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Figura 5. Curvas de letalidad de los péptidos con de E. coli ATCC 25922. A. 

péptido LfcinB (21-25)Pal. B. péptido 8. C. péptido 14. D. péptido 15 

 
En la evaluación de las curvas de letalidad frente al aislado clínico E. coli 1004, 

se puede observar que para el péptido LfcinB (21-25)Pal presentó (figura 6A) 

efecto antimicrobiano bactericida hasta las 48 horas de incubación en el valor 

de la MIC evaluada (50 µg/mL). Para los péptidos 8 y 15 (Figuras 6B-C), se 

observó un efecto bacteriostático evidenciándose inhibición del crecimiento 

hasta las 10 y 24 horas respectivamente en la MIC, que para ambos casos fue 

de 25 µg/mL. El péptido 15 (Figura 6C), presentó actividad bactericida hasta las 

48 horas de incubación en el valor de dos veces la MIC (50 µg/mL). 
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Figura 6. Curvas de letalidad de los péptidos en E. coli 1004. A. Péptido LfcinB 

(21-25)Pal. B. Péptido 8 y C. Péptido 15 

En el aislado clínico E. coli 301755 el efecto de los péptidos LfcinB (21-25)Pal y 

14 fue de tipo bactericida en la concentración de 50 µg/mL determinado como 

MIC de estas moléculas en este aislado (Figura 7), en ambos casos se observa 

inhibición total del crecimiento hasta las 48 horas de incubación. 
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Figura 7. Curva de letalidad de los péptidos en E. coli 301755. A. péptido LfcinB 

(21-25)Pal. B. Péptido 14 

Con estos resultados se evidencia por primera vez el potencial bactericida de la 

secuencia LfcinB (21-25)Pal frente a aislados clínicos de E. coli, con excelentes 

resultados en los valores de la MIC (25 – 50 µg/mL ). Se destaca la actividad 

bactericida del péptido 14, H2N-RRWQWRRWQWR-CONH2, con adiciones de 

arginina en el extremo N-terminal y la región central, en la cepa de referencia y 

aislados clínicos, siendo estos los primeros resultados reportados de estas 

secuencias en cepas bacterianas de importancia clínica. 

Por otra parte, es importante mencionar la actividad bacteriostática del péptido 

15, H2N-RRWQWRRWQWRR-CONH2, en los aislados clínicos y el efecto 

bactericida en la cepa de referencia, indicando la actividad antibacteriana 

significativa de este péptido en aislados clínicos. 

En la Tabla 16, se resume la actividad de los péptidos que presentaron la mejor 

actividad conrra C. tropicalis, tanto la cepa de referencia y los aislados clínicos 

que habían sido clasificados como sensibles y resistentes a antifúngicos de uso 

convencional. El péptido palindrómico fue quien presentó actividad contra las 
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tres cepas estudiadas en este trabajo, con un valor de MIC de 50 µg/mL. Y el 

péptido 28 presentó igual actividad en la cepa de referencia. Estas dos 

moléculas fueron seleccionadas para los estudios de curvas de letalidad. 

Tabla 16. Péptidos con los mejores resultados en C. tropicalis 

 

Actividad antifúngica de péptidos frente a Candida tropicalis 

Cepa Nombre Secuencia 
MIC 

μg/mL (μM) 
MFC 

μg/mL (μM) 

C. tropicalis 
ATCC 1369 

LfcinB(21-25)Pal H2N-RWQWRWQWR-CONH2 50 (34) 100 (67) 

28 H2N-RWQWPWQWR-CONH2 50 (35) 100 (70) 

C. tropicalis 
1018 

LfcinB(21-25)Pal H2N-RWQWRWQWR-CONH2 50 (34) 100 (67) 

C. tropicalis 
883 

LfcinB(21-25)Pal H2N-RWQWRWQWR-CONH2 50 (34) 200 (135) 

 
 

En la figura 8 se puede observar las curvas de letalidad de los péptidos 28 y 

LfcinB (21-25)Pal frente a la cepa de referencia C. tropicalis ATCC 1369 (Figura 

8). Se observa que ambos péptidos presentaron actividad de tipo fungistática en 

la concentración de 50 µg/mL (MIC) evidenciándose inhibición de crecimiento 

hasta las 24 horas y de tipo fungicida en la concentración de 100 µg/mL frente 

a C. tropicalis ATCC 1369. 

 

A 

 
 
 
 
 
 
 
 

B 
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Figura 8. Curva de letalidad de los péptidos en C. tropicalis ATCC 1369. A. 

Péptido 28. B. Péptido LfcinB(21-25)Pal. 

 
La actividad del péptido LfcinB(21-25)Pal en los aislados clínicos fue de tipo 

fungicida en la concentración de 100 µg/mL y 200 µg/mL frente a las cepas 

sensible y resistente respectivamente (Figura 9A y B), observándose también 

una inhibición de tipo fungistático hasta las 24 horas de incubación en las 

concentraciones de 50 µg/mL (MIC) para el aislado clínico sensible y 100 µg/mL 

(MIC) para el aislado clínico resistente. 

 
 

 

 
Figura 9. Curva de letalidad del péptido LfcinB (21-25)Pal en aislados clínicos de 

C. tropicalis. A. C. tropicalis 1018. B. C. tropicalis 883 

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en E. coli y C. tropicalis, muestran 

el gran potencial antimicrobiano del péptido LfcinB (21-25)Pal mostrando 

concentraciones mínimas inhibitorias y actividad de tipo bactericida/fungicida y 

bacteriostático/fungistático en concentraciones muy cercanas. 
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8.3. ETAPA 3 

8.3.1. Ensayos de actividad antimicrobiana de combinaciones de 

los péptidos con ciprofloxacino/fluconazol 

Se realizaron ensayos de interacción con los péptidos que presentaron la mejor 

actividad antimicrobiana, en combinación con ciprofloxacino para E. coli y con 

fluconazol para C. tropicalis. Estos ensayos se realizaron por medio del método 

de tablero de ajedrez con micro dilución en caldo y sus resultados fueron 

analizados mediante el software Compusyn, el cual es un simulador analítico 

computarizado que permite la determinación de dosis de efecto mediano para 

hallar el índice de combinación general, mediante una ecuación que determina 

la existencia de sinergia, efecto aditivo o antagonismos entre las combinaciones 

(55). 

Para la evaluación de sinergia con ciprofloxacino en E. coli se tomaron en cuenta 

los péptidos con mejor actividad en aislamientos clínicos. Se evaluó el efecto de 

combinación de actividad antibacteriana en E. coli ATCC 25922 y en el 

aislamiento clínico resistente E. coli 301755, los péptidos evaluados 

correspondían al péptido LfcinB (21-25)Pal y el péptido 14 (Tabla 17). La elección 

del antibiótico se debe a que el aislamiento clínico E. coli 301755 presentó 

resistencia al mismo y a su importancia clínica debido a que es uno de los 

antibióticos de uso común en el ámbito intrahospitalario y ambulatorio (56) 

Tabla 17. Actividad antibacteriana de la combinación de péptidos con 

ciprofloxacino en E. coli 

 

Cepa/Combinación MIC A MIC P Dm A Dm P CI Interpretación 
 µg/mL µg/mL µg/mL µg/mL   

E. coli ATCC 25922       

Cip + LfcinB(21-25)Pal 0,25 25 0,22 28 0,98 Sinergia 

Cip + 14 0,25 25 0,17 23,6 0,28 Sinergia 

E. coli 301755       

Cip + LfcinB(21-25)Pal 125 50 61,5 15,3 1,19 Antagonismo 

Cip + 14 125 50 61,5 11,4 0,009 Sinergia 

Cip: Ciprofloxacino; Dm: Dosis efecto mediano; CI: Índice de Combinación 
CI>1: Antagonismo; CI=1: Efecto Aditivo; CI<1: Sinergia 
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Los resultados obtenidos mediante el software compusyn permitieron determinar 

el comportamiento de interacción del péptido con el antibiótico, evidenciando un 

índice de combinación (CI) similar para ambas cepas en la interacción de 

ciprofloxacino con el péptido LfcinB (21-25)Pal, sin embargo, teniendo en cuenta 

la interpretación del CI, en la cepa de referencia se obtuvo un resultado de 

sinergia, mientras en la cepa resistente se obtuvo un resultado de antagonismo. 

Por otra parte, la combinación entre ciprofloxacino y el péptido 14 mostró un 

efecto de sinergia en ambas cepas, evidenciándose un valor de dosis de efecto 

mediano (Dm50) que corresponde a la disminución del 50% del inóculo, inferior 

a la MIC individual tanto del antibiótico como del péptido y obteniéndose un CI 

bastante inferior a 1, lo que permite concluir el efecto de sinergia. Según estudios 

previos el efecto de sinergia entre los péptidos evaluados y el ciprofloxacino 

podría explicarse en la acción que tienen los péptidos en la membrana de los 

microorganismos lo cual permitiría la entrada del antibiótico al espacio intracelular 

en donde afecta la replicación del material genético (53,57). 

El efecto de sinergia entre ciprofloxacina y los péptidos evaluados en este 

estudio concuerda con resultados reportados previamente por el grupo SAMP 

(47,57) en los cuales se evidenció efecto de sinergia entre péptidos derivados 

de LfcinB como el péptido dimérico LfcinB (21-25)2 y ciprofloxacino frente a la 

cepa de referencia E. coli ATCC 25922 disminuyendo hasta 15 veces las MIC 

para los antimicrobianos combinados, así mismo en reportes previos se 

encontró efecto sinérgico entre los antibióticos tigeciclina y levofloxacina, este 

último hace parte de la familia de quinolonas, de igual manera que el 

ciprofloxacino (56) 

Estos resultados cobran importancia ya que la terapia combinada ha sido usada 

frente a microorganismos como bacilos Gram negativos que causan diferentes 

tipos de infecciones con diferentes niveles de resistencia natural y adquirida 

(56,58,59). Así mismo a medida que se han desarrollado nuevas moléculas 

antibióticas, los microorganismos expresan mecanismos de resistencia que 

llevan a la necesidad de buscar nuevos antibióticos y a buscar el efecto de 
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combinación con los ya existentes. Como ejemplo se pueden mencionar los 

efectos sinérgicos de imipenen y tigeciclina, amikacina con tigeciclina o de 

colistina con ceftazidime/avibactan frente a aislamientos Gram negativos que 

presentaron perfiles de resistencia de tipo BLEE (producción de betalactamasas 

de espectro extendido) o CRE (enterobacterias resistentes a carbapenémicos) 

(56,58). Actualmente la terapia combinada es ampliamente recomendada por el 

consenso de paneles de expertos de la asociación colombiana de infectología 

para tratar infecciones causadas por microorganismos multirresistente (60). 

Para la evaluación de sinergia en los C. tropicalisATCC 1369 y el aislado 

resistente C. tropicalis 883 se seleccionó y evaluó el péptido LfcinB (21-25)Pal. 

La elección de Fluconazol se debe al perfil de susceptibilidad obtenido de la cepa 

resistente de C. tropicalis883, a la importancia de este antifúngico en el 

tratamiento de los principales hongos patógenos y a la revisión bibliográfica 

realizada (61). 

Los resultados obtenidos del ensayo de interacción entre el péptido y el 

fluconazol analizados por el software compusyn permitieron determinar que en 

ambos aislamientos el efecto fue de antagonismo, obteniendo en ambos casos 

un índice de combinación (CI) mayor de 1 (Tabla 18). Es importante resaltar que 

el valor de dosis de efecto mediano (Dm50) en ambas cepas disminuyó tanto 

para el péptido como para el antifúngico. Este efecto de antagonismo no se ha 

reportado previamente con péptidos derivados de LfcinB en especies de 

Candida, sin embargo, reportes previos evidencian efectos de indiferencia y 

sinergia entre fluconazol con otros derivados evaluados (53,62,63), así como 

sinergia entre quimeras que contenían el motivo mínimo RWQWR y fluconazol 

frente a C. neoformans (54). También se han realizado estudios de interacción 

entre moléculas de origen natural y otros imidazoles como clotrimazol (63,64), 

lo que permite determinar la importancia de evaluar el efecto de interacción de 

los péptidos antimicrobianos con alto potencial antifúngico y los principales 

antifúngicos que existen en la actualidad. 
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Tabla 18. Ensayos de interacción en C. tropicalis 

 
 
Cepa/Combinación 

MIC A MIC P Dm A Dm P 
 

CI 
 

Interpretaión 
 µg/mL µg/mL µg/mL µg/mL   

C. tropicalis ATCC 1369 
 

64 
 

100 
 

62,4 
 

81,4 
 

1,7 
 

Antagonismo 

  Flc + LfcinB(21-25)Pal  

C. tropicalis 883 
128 100 81,4 96,5 1,3 Antagonismo 

Flc + LfcinB (21-25)Pal       

Flc: Fluconazol; Dm: Dosis efecto mediano; CI: Índice de Combinación 
CI>1: Antagonismo; CI=1: Efecto Aditivo; CI<1: Sinergia 

 
 
 

Aunque se desconoce la razón del efecto de antagonismo es posible que siendo 

la membrana o pared celular el sitio blanco del mecanismo de acción tanto en 

los péptidos antimicrobianos (53,57) como del fluconazol (61) esto pueda 

generar un conflicto en la actividad de estas moléculas que lleve al antagonismo. 

 

 
8.4. Evaluación de la toxicidad hemolítica 

 

 
El ensayo de hemólisis fue realizado con los péptidos que presentaron mejor 

actividad frente a las cepas tanto de referencia como los aislados clínicos (Tabla 

19, Figura 10), en la cual se evidencia que en la MIC hallada para E. coli ATCC 

25922 y C. tropicalis ATCC 1369, los porcentajes de hemólisis fueron en todos 

los casos menores al 10% y en la mayoría de los casos menores al 5%. Estos 

resultados coinciden con reportes previos de estudios de actividad hemolítica 

del péptido LfcinB (21-25)Pal en los cuales se indica que los bajos porcentajes de 

hemólisis lo cual demuestra su baja toxicidad (47). 

En la Figura 10 se observan los porcentajes de hemólisis de los péptidos 3, 8, 

14, 15 y 28 (3.25-200 µg/mL), observándose que para todos los péptidos en 

ninguna de las concentraciones evaluadas se observó un efecto hemolítico 

significativo por lo que presentan baja toxicidad. 
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Tabla 19. Hemólisis de péptidos con mejor actividad antibacteriana y antifúngica 

en eritrocitos humanos 

 

Actividad hemolítica de péptidos derivados de LfcinB(21-25)Pal 

 
Nombre 

 
Secuencia 

MIC 
(µg/mL)/µM) 

% 
HEMOLISIS 

LfcinB(21-25)Pal H2N-RWQWRWQWR-CONH2 25 (17) 7% 

8 H2N-RWQWRWQWdR-CONH2 25 (17) 0% 

14 H2N-RRWQWRRWQWR-CONH2 25 (14) 0% 

15 H2N-RRWQWRRWQWRR-CONH2 25 (13) 2% 

28 H2N-RWQWPWQWR-CONH2 100 (67) 1% 

 

 

 
Figura 10. Actividad hemolítica en diferentes concentraciones de los péptidos 

A: LfcinB (21-25)Pal, B: 8, C: 14, D: 15 y E: 28, que presentaron la mejor actividad 

antimicrobiana 

En la Figura 11 se pueden observar las estructuras de ruedas helicoidales de 

los péptidos LfcinB (21-25)Pal, 28, 14 y 15, en las cuales se presentan los 

residuos polares en color morado y azul, los residuos apolares en amarillo, y los 

cargados no polares en rosado. Esta representación permite diagramar la 

distribución de los residuos de las secuencias en caras de naturaleza polar y no 

polar asumiendo una conformación helicoidal. La predicción del péptido LfcinB 

(21-25)Pal muestra que hay dos caras no polares formadas por los Trp (amarillas) 
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que están flanqueadas por una cara no polar no cargada formada por la Gln 

(rosada) y una cara polar cargada formada por las Arg (azul). Lo anterior es 

característico de estructuras anfipáticas ya que la secuencia tiene caras 

cargadas y caras hidrofóbicas. Como se puede observar para el péptido 28 los 

cambios realizados en la secuencia palindrómica no afectaron la distribución de 

los residuos manteniéndose el mismo patrón que la secuencia original. Para los 

péptidos 14 y 15 se observa que hay cambios en la distribución de los residuos 

observándose la presencia de residuos de Trp en todas las caras, indicando que 

los cambios realizados en la secuencia original, afectó la anfipaticidad de la 

molécula, sin embargo, estas modificaciones no afectaron la actividad 

antimicrobiana. 

 

 
Figura 11. Estructuras de ruedas helicoidales de los péptidos A: LfcinB (21- 

25)Pal, B: 28, C: 15 y D: 16. 

A B 

  C     D   
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9. CONCLUSIONES 

 
 

El péptido LfcinB(21-25)Pal es un antimicrobiano promisorio para el desarrollo de 

nuevos tratamientos al presentar actividad en cepas de referencia y aislados 

clínicos de E. coli y C. tropicalis con características sensibles y resistentes. 

Los péptidos derivados de LfcinB (21-25)Pal 14 y 15, con adiciones de Arg, 

exhibieron la mayor actividad antibacteriana frente a los aislados clínicos y cepas 

de referencia en E. coli conservando la misma actividad que la secuencia original. 

El péptido LfcinB (21-25)Pal y el péptido 14 (H2N-RRWQWRRWQWR-CONH2) 

demostraron tener un efecto bactericida hasta las 48 horas de incubación frente 

a la cepa de referencia y aislados clínicos de E. coli. 

El péptido 28 (H2N-RWQWPWQWR-CONH2) presentó los mejores resultados 

de actividad antifúngica siendo similar a la actividad de la secuencia original 

frente a aislados clínicos de C. tropicalis. 

Los péptidos LfcinB (21-25)Pal y el péptido 28 inhibieron el crecimiento de C. 

tropicalis al mostrar un comportamiento fungistático frente a la cepa de 

referencia y aislados clínicos. 

Las combinaciones de ciprofloxacino con LfcinB (21-25)Pal o el péptido 14 

presentaron frente a E. coli efecto sinérgico en la cepa de referencia y en el 

aislado clínico resistente, demostrando el potencial de estos péptidos para el 

desarrollo de terapia combinada. 

La combinación entre LfcinB(21-25)Pal y fluconazol en las cepas de referencia y 

el aislado clínico resistente de C. tropicalis mostró efecto de antagonismo, 

evidenciando que los mecanismos de acción en este microrganismo pueden 

afectarse si se usan de manera combinada. 
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