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Resumen: Candida albicans representa una amenaza creciente en entornos clinicos debido
a su capacidad de desarrollar resistencia a antifingicos convencionales como el flucona-
zol. En este estudio se evalud la actividad antifingica y el perfil hemolitico de péptidos
derivados de la regiéon LfcinB (20-30) RRWQWRMKKLG, particularmente las variantes
diméricas modificadas 2¢[F]-(20-27). y 2¢[F]-(20-26)., frente a tres cepas de C. albicans (una
cepa ATCC y dos clinicas resistentes al fluconazol). Los ensayos de concentracién minima
inhibitoria revelaron que el péptido 26[F]-(20-26), mostré una MIC de 100 pg/mL contra
las tres cepas, mientras que 2¢[F]-(20-27), presenté MIC de 100 pig/mL contra los aislados
clinicos. Las curvas de letalidad confirmaron una inhibicién sostenida del crecimiento fin-
gico a concentraciones de 200 y 100 pg/mL hasta las 48 h. Ademas, se observé una mayor
susceptibilidad de las cepas resistentes al fluconazol en comparacion con la cepa ATCC,
posiblemente relacionada con diferencias en la composiciéon de la membrana. Por otro
lado, ambos péptidos mostraron una baja hemdlisis incluso a 200 pg/mL, indicando una
baja toxicidad. Estos hallazgos destacan a los péptidos derivados de LfcinB modificados
como candidatos prometedores en el desarrollo de nuevas terapias antifingicas dirigidas
a cepas resistentes

Palabras claves: Candida albicans; Lactoferricina Bovina; Péptidos antimicrobianos; Acti-
vidad Antifungica

1. Introduccion

Las enfermedades ftingicas representan una creciente preocupacion en la salud publica a
nivel mundial debido a su alta incidencia y mortalidad. Los hongos patégenos suponen
una amenaza significativa, especialmente por la limitada cantidad de alternativas tera-
péuticas y el aumento en la resistencia a los antifiingicos convencionales (1). Estas enfer-
medades han incrementado su prevalencia debido al aumento de pacientes con alteracio-
nes del sistema inmunoldgico. En consecuencia, las infecciones fingicas invasivas han
emergido como una causa importante de morbilidad y mortalidad, estimandose que pro-
vocan mas de 1,6 millones de muertes anuales (2).

Candida sp. es una levadura que forma parte del microbiota normal del tracto gastrointes-
tinal, genitourinario y piel en humanos. No obstante, en individuos inmunocomprometi-
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dos, puede convertirse en un patdogeno oportunista causando diversas infecciones. El gé-
nero Candida comprende mas de 200 especies (3), de las cuales C. albicans, C. auris, C.
parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata y C. krusei han sido clasificadas por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) en 2022 dentro de los grupos de alta y critica prioridad debido
a su patogenicidad y niveles de resistencia antifiingica (4). A nivel mundial, se estima que
alrededor de 1.565.000 personas padecen anualmente una infeccién del torrente sangui-
neo por Candida, con una tasa de mortalidad del 63,6% (5). En Estados Unidos, la candi-
demia representa la tercera causa de infecciones del torrente sanguineo en pacientes que
se encuentran en Unidades de Cuidados Intensivos (UCI), asi mismo, de las especies a C.
albicans se le atribuye cerca del 60% del total de candidiasis genital, oral, cutanea y es la
causa mas frecuente de UCI (6)

C. albicans es el hongo oportunista mas frecuente en humanos y es capaz de causar infec-
ciones que varian en gravedad, desde afecciones superficiales hasta infecciones invasivas
potencialmente letales. Su capacidad para adaptarse a diferentes entornos y aprovechar
situaciones de inmunosupresion o alteraciones en la microbiota hace que sea un patégeno
relevante en el dmbito clinico (7). Es capaz de producir moléculas que le permiten adhe-
rirse e invadir las células del cuerpo humano. El contacto con las células del hospedero
puede provocar un cambio de su forma de levadura a hifa, lo que le ayuda a invadir los
tejidos a través de un crecimiento dirigido. También libera enzimas llamadas hidrolasas,
que le permiten penetrar activamente las células del hospedero. Ademas, forma biopeli-
culas en superficies, lo que aumenta su resistencia a los tratamientos y al sistema inmuni-
tario. Su capacidad genética le permite adquirir resistencia a los medicamentos antifiingi-
cos con mas facilidad (8).

La aparicion de resistencia a los antifiingicos en especies de Candida es una amenaza seria
para la salud publica mundial. Segtin un informe de 2024 alrededor de 1.565.000 personas
tienen una infeccidn del torrente sanguineo por Candida o candidiasis invasiva cada afio,
con 995.000 muertes (63,6%) causada por Candida resistente a los medicamentos (9).

Los Péptidos antimicrobianos (PAM) contienen entre 10 y 60 aminoacidos, su capacidad
anfipatica es esencial para su integracion en la membrana celular o su penetracion en el
citosol. Su mecanismo de accién sobre los microorganismos se basa en diversas propieda-
des fisicoquimicas como la carga, la estructura, la longitud de la secuencia y la hidrofobi-
cidad (10) (11). Los PAM han ganado relevancia debido a sus caracteristicas ventajosas en
comparacion con los medicamentos convencionales. Entre sus cualidades se destacan sus
multiples mecanismos de accidn, que disminuyen la probabilidad de generar resistencia.
Ademas, al ser parte del sistema inmune, no provocan reacciones adversas graves y pre-
sentan un amplio espectro de accién que abarca virus, bacterias, parasitos y hongos, entre
otros (12). La Lactoferricina Bovina (LfcinB) es un PAM derivado de la lactoferrina (LF),
una glicoproteina de la familia de las transferrinas que se encuentra en fluidos bioldgicos
como la leche, saliva y lagrimas, y en los granulos de neutrofilos. Esta molécula tiene un
amplio espectro de actividad antimicrobiana, antitumoral e inmunolégica. Existen dos ti-
pos principales de lactoferricinas: LfcinH de origen humano y LfcinB de origen bovino,
siendo esta tltima mas eficaz en su accion antimicrobiana y antifingica.

LfcinB, un fragmento peptidico de 25 aminoacidos generado por la hidrolisis de la LFB
mediante pepsina gastrica presenta una estructura anfipatica en forma de ldmina {3, con
una carga neta de +8 y una proporcion del 48% de residuos hidréfobos. Aunque no con-
serva la capacidad de union al hierro propia de la LF, muestra una mayor actividad anti-
microbiana (13). Actia principalmente interactuando con la membrana de los patoégenos,
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86 especialmente con moléculas aniénicas de la superficie, lo que provoca la permeabiliza-
87 cién o fragmentacion de la membrana. LfcinB ha demostrado actividad bacteriostatica,
88 bactericida y antiadhesiva contra bacterias Gram positivas y negativas, incluidas cepas
89 resistentes a antibidticos, y presenta un potencial antifingico frente a una amplia variedad
90 de hongos, como Candida spp., Cryptococcus spp., y Aspergillus spp., entre otros (14) (15).
91 El mecanismo principal de accion de la LfcinB se basa en su interaccién electrostatica ini-
92 cial entre las cadenas laterales cationicas del péptido y los componentes de carga negativa
93 de las membranas celulares. Una vez que la LfcinB se une, los residuos hidréfobos, como
94 el triptéfano, provocan la disrupcion y desestabilizacion de la membrana celular (14). En
95 el caso de C. albicans, ademas del dafio directo a la membrana plasmatica, se ha observado
9% que la LfcinB induce la agregacion del material citoplasmatico, lo que indica una interac-
97 cién con las estructuras internas de las blastoconidias. Por otro lado, secuencias analogas
98 como Lfcin15 no solo causan dafio en la superficie celular de C. albicans, sino que también
99 tienen la capacidad de penetrar en las células, acumularse principalmente en vacuolas y
100 activar la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) (16)
101 El estudio de los (PAM) y de la inmunidad innata comenzé en 1922, cuando Alexander
102 Fleming describi¢ la lisozima como una proteina con actividad bactericida (17). A partir
103 de entonces, diversos estudios han demostrado el potencial antimicrobiano de proteinas
104 como la lactoferrina (LF). En 1986, Rainard evidencio su actividad bacteriostatica contra
105 cepas de Escherichia coli aisladas de mastitis, observando una inhibicion significativa con
106 una concentracion de 0.1 mg/mL (18). Al ser digerida por la pepsina gastrica, la LF genera
107 un péptido conocido como (LfcinB), al cual se le atribuye un mayor efecto antimicrobiano
108 y anticancerigeno que LF. La actividad antifingica de LfcinB fue demostrada contra ce-
109 pas de C. albicans, donde se hallé que a concentraciones de entre 18 y 150 ug/mL (segun la
110 cepa) de LfcinB habia un efecto letal para la levadura; este efecto se debe a la union del
111 péptido a la superficie celular y se evidencié un dafio ultraestructural que conducia a la
112 lisis de C. albicans (19). Posteriormente, en 1994, Longhi y colaboradores evaluaron el
113 efecto de LfcinB en la invasion de células HeLa por la cepa de E. coli HB101 portadora del
114 plasmido pRI203, el cual codifica para un gen de invasion celular; al utilizar concentracio-
115 nes menores a la bactericida (0.5 pg/mL), la LfcinB inhibi6 10 veces la capacidad de inter-
116 nalizacion de E. coli HB101 a las células de la monocapa HeLa (20). Con base a estos estu-
117 dios ver tabla 1, se selecciond el segmento y derivados de de LfcinB (20-30) como un po-
118 tencial agente antifiingico, debido a su notable actividad frente a varias cepas evaluadas.
Péptido Actividad Cepas o células Resultados
LicinB Antiftingica Candida albicans 18 a 150 pg/ml (19)

Redujo diez veces la capa-
LfcinB Antibacteriana E. coli HB101 (pRI203) cidad de invacion celular
(20)

RRWQWRMKKLG con susti-
tuciones de K por R

6.3 y 11.3 pg/ml respectiva-

Antibacteriana E. coli y B. subtilis mente (21)

RRWQWRMKKLG Antibacteriana E. coli ATCC 25922 y E. faecalis 32.4y 64.8 uM respectiva-

ATCC 29212 mente (22)
E. coli (ATCC 25922 y UB 1005),
S. typhimurium (C 7731y ATCC
KCRRWQWRMKK con susti- 14028), S. pullorum C 7913, S. Bacterias Gram negativas:
tuciones en los extremos N y Antibacteriana enterica subsp. CMCC 50071, S. 4 a 128 uM Bacterias Gram
C termina aureus (ATCC 29213 y ATCC positivas: 8 a 128 uM (23)

25923) y S. epidermidis ATCC
12228
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E. coli ATCC 25922 y ATCC
11775, S. aureus ATCC 25923, E. 8, 60, 60 y 15 uM respec-
faecalis ATCC 29212 y P. aerugi- tivamente (24)
nosa ATCC 27853

(RRWQWRMKKLG):K-Ahx Antibacteriana

IC50: 13 y 6 uM respectiva-

(RRWQWRMKKLG):K-Ahx HTB-132 y MCF-7, lineas de cin-

o de 26M Anticancerigena d mente al usar 26 [F] LfcinB
con sustituciones de cer de mama (20-30)2 (25)
RRWQWRMKKLG):K-Ahx Anti , Lineas celulares de cincer colo- IC50: 18 y 7 uM respectiva-
(RRWQWRFKKLG):K-Ahx nticancerigena rrectal CaCo-2 y HCT-116 mente (26)
119 Tabla 1. Antecedentes relevantes del estudio de péptidos derivados de LfcinB
120 En el presente estudio, se evaluo la actividad antifingica de péptidos derivados de la se-
121 cuencia LfcinB (20-30) RRWQWRMKKLG contra una cepa de referencia y dos aislados
122 clinicos de C. albicans sensibles y resistentes a (FLC). Se determinaron la concentracién
123 minima inhibitoria (CMI), la concentracion minima fungicida (CMF) de cada derivado
124 peptidico, asi como su actividad hemolitica.
125 2. Materiales y Métodos
126 2.1 Reactivos y materiales
127 C. albicans SC5314 fue adquirida a ATCC (Manassas, VA, USA), el aislado clinico C. al-
128 bicans 256 HUSI-PU] y clinico C. albicans 13 HUSI-PUJ fue obtenido de un paciente del
129 Hospital San Ignacio y depositado en el banco de cepas del grupo MICOH-P de la Ponti-
130 ficia Universidad Javeriana (PUJ). Se emplearon diversos reactivos y materiales para la
131 realizacion del estudio. Como medios de cultivo, se utilizaron agar dextrosa Sabouraud
132 (SDA) y medio Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640). Se prepararon solucio-
133 nes de trabajo con solucidn salina al 0,85 % y agua destilada estéril. Para la manipulacion
134 y procesamiento de muestras, se dispuso de asas de siembra, glébulos rojos humanos tipo
135 O+ conservados en tubos de 5 mL con anticoagulante EDTA, y Tween 20. Se utilizaron
136 placas de Petri NEST, asi como placas de prueba de 96 pocillos con fondo plano y fondo
137 en U. Ademas, se contd con tubos Falcon de 50 mL para el manejo de glébulos rojos y de
138 10 mL para otras soluciones. El equipamiento incluyo pipetas multicanal y micropipetas
139 de distintos rangos (2-20 pL, 20-200 puL y 100-1000 pL), junto con puntas de (2-20 uL y 200
140 uL), (100-1000 pL) y (0,1-10 pL). También se utilizaron tubos Eppendorf de 2 mL, una
141 camara de flujo laminar, un lector ELISA (Expert Plus ASYS) y un espectrofotometro bio-
142 chrom.
143 2.2 Obtencion de Péptidos de Lactoferricina bovina
144 Se utilizaron péptidos derivados de LfcinB (Tabla 1) sintetizados y caracterizados por el
145 grupo de investigacion Sintesis y Aplicacion de Moléculas Peptidicas (SAMP), del Depar-
146 tamento de Quimica de la Universidad Nacional de Colombia, utilizando la sintesis en
147 fase solida estrategia Fmoc/tBu, purificados usando cromatografia RP-SPE y caracteriza-
148 dos por RP-HPLC y MS, siguiendo el protocolo informado (17)
149
150

151
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MONOMEROS DIMEROS
CODIGO SECUENCIA CODIGO SECUENCIA
LfcinB (20-30) RRWQWRMKKLG LfcinB (20-30)2 (RRWQWRMKKLG)>-K-Ahx
26[K] RRWQWRKKKLG 26[K]- LfcinB (20—30)2 (RRWQWRKKKLG)>-K-Ahx
26[Nal] RRWQWR-Nal-KKLG 2[Nal]2 (RRWQWR-Nal-KKLG)-K-Ahx
26[Bpal] RRWQWR-Bpa-KKLG »[Bpa]z (RRWQWR-Bpa-KKLG)2-K-Ahx
26[F] RRWQWRFKKLG 260[F]2 (RRWQWRFKKLG).-K-Ahx
26[F]- (20-29) RRWQWRFKKL 26[F]- (20-29)2 (RRWQWRFKKL)>-K-Ahx
26[F]- (20-28) RRWQWRFKK 26[F]- (20-28)2 (RRWQWRFKK)>-K-Ahx
26[F]- (20-27) RRWQWRFK 2[F]- (20-27)z (RRWQWRFK):-K-Ahx
26[F]- (20-26) RRWQWRF 26[F]- (20-26)2 (RRWQWRF)-K-Ahx
LfcinB (20-25) RRWQWR LfcinB (20-25) (RRWQWR):-K-Ahx

Nota. Ahx: 4cido aminohexanoico, Nal: residuo de (1-naftil)-L-alanina, Bpa: residuo de 4-
benzoil-L-fenilalanina. Todos los péptidos fueron obtenidos sobre resina Rink-amida, por
lo que en el extremo C-terminal la funcién es amida (-CONH2)

Tabla 2. Secuencia de los péptidos derivados de LfcinB (20-30)
2.3. Concentracion minima inhibitoria (CMI)

Se realiz6 el método de microdilucién en caldo segiin las normas Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) (18), en placas de 96 pozos. Se dispens6 100 pL. de medio RPMI
y 100 pL del péptido los cuales se sometieron a diluciones seriadas en base 12, partiendo
de una concentracion de 200 pg/mL hasta 6.25 pg/mL.

Seguidamente, se preparo el inoculo ajustado. Para esto se parti6é de un cultivo de C. albi-
cans incubado durante 24 horas a 37°C. De dicho cultivo se prepard un indculo en solucion
salina al 0.9%, tomando colonias hasta alcanzar una concentracién equivalente a 0.5 en la
escala de McFarland (DO: 595 nm 0.082-0.12). Posteriormente se realizaron diluciones 1/50
y 1/20 en medio RPMI con el fin de alcanzar una concentracion final de indculo entre 0.5
—2.5x 103 UFC/ml. Se agrego 100 pL del inoculo a todos los pozos, excepto aquellos desti-
nados a controles.

La placa se incub6 a 37°C durante 48 horas. Después de la incubacion se realizé una lec-
tura visual a las 24 y 48 horas con ayuda del espejo invertido y se midid las absorbancias
por medio del espectrofotémetro (DO 595 nm). Para los controles negativos (C-) se utiliz6
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200 pL de RPMI, agregando 100 ul de agua destilada y 100 pL de levadura, para los con-
troles positivos (C+) se empled un antifungico (FLC) a la CMI dictada por el CLSI para la
cepa ATCC junto con 100 pL de levadura. Para el control técnico se utilizaron 200 uL de
RPM]I, y para el control de crecimiento, 100 uL. de RPMI mas 100 pL de levadura (19) (20).

1 2 3 4 5 6 7 8 © 10 11 12

A

P1:200 | P1:200 | P1:200 | P2:200 | P2:200 | P2:200 | P3:200 | P3:200 | P3:200 | P3:200 | P1:200 | P1:200

pg/mL | pg/mL | ug/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL
B

P1:100 | P1:100 | P1:100

ug/mL | ug/mL | ug/mL
C

P1:50 P1:50 P1:50

pg/mL | pg/mL | pg/mL
D

P1:25 P1:25 P1:25

ug/mL ug/mL ug/mL
E

P1:125 | P1:125 | P1:125

ug/mL ug/mL ug/mL
F

P1:6.2 P1:6.2 P1:6.2

pg/mL | pg/mL | pg/mL
G

CcC CcC CcC C+ C+ C+ C- C- C- CT CT CT

H

Figura 1. Distribucion de las diluciones del péptido en la placa multipozos
para la determinacion de la CMI.

2.3 Concentraciéon minima fungicida (CMF)

Posterior a la lectura de la absorbancia en el ensayo de CMI, se realizé un subcultivo en
placas de agar Sabouraud a partir de las diluciones. La accion fungicida se definié como
la concentracién minima del péptido en la cual no se evidenci6 crecimiento fiingico. Cada
ensayo se realizé por triplicado.
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188

189 Figura 2. Distribucién caja de Petri para CMF. Los nimeros indican las concen-
190 traciones del péptido en ug/mL. Controles: Control positivo (+), Control negativo (-),
191 Control de crecimiento (CC), Control de técnica (CT) .

192 2.4 Determinacion de la cinética de la actividad antifiingica (Curvas de letali-
193 dad)

194 Se realizé este ensayo con el fin de determinar la accién del péptido sobre la levadura a
195 través del tiempo y para realizarla se seleccionaron los péptidos con mayor actividad an-
196 tifingica para cada cepa en estudio. Para ello se hizo un ensayo basado en el método des-
197 crito (21), con algunas modificaciones. Los péptidos que tuvieron actividad se diluyeron
198 en medio RPMI 1640 y se evaluaron en un rango de concentraciones equivalentes a 0.25
199 MIC, la mitad de la MIC (0.5 MIC), la MIC y 2 veces la MIC determinada para cada cepa.
200 Los aislados fueron subcultivados en agar SBD y se prepard un inoculo ajustado a 0,5-2,5
201 x 10® UFC/mL en medio RPMI 1640. Posteriormente, se afiadieron 100 pL de esta suspen-
202 sion a una placa de 100 pocillos que contenia diluciones seriadas de los péptidos en eva-
203 luacién. Las placas fueron incubadas a 37°C durante 48 horas y se realizaron mediciones
204 de las absorbancias a las 0, 2, 4, 8, 12, 24, 36 y 48 horas, como control negativo se empled
205 medio RPMI y como control positivo se utilizé medio RPMI con 100 pL de inoculo. Los
206 datos obtenidos fueron analizados utilizando GraphPad Prism 8.0.1 (GraphPad Software)
207 2.5 Ensayos de hemdlisis

208 Con el fin de determinar el efecto citotoxico de los péptidos sintetizados derivados de
209 LfcinB (20-30), se evalud la actividad hemolitica de aquellos péptidos que presentaron
210 mayor actividad antifiingica, basandose en el protocolo descrito por Solarte (32)

211 Se utilizo sangre total en EDTA, la cual fue centrifugada durante 5 minutos a 4500 rpm
212 para obtener el boton de globulos rojos. Estos fueron lavados tres veces con SS y poste-
213 riormente se realiz6 una suspension al 4% de glébulos rojos. Para evaluar el péptido se
214 hicieron diluciones seriadas de 200 a 6.25 ug/mL y se mezclaron 100 ul de cada dilucién
215 de péptido con 100 pL de la suspension de globulos rojos al 4% en placas de 96 pozos de
216 fondo redondo. Las placas fueron incubadas a 37°C durante 2 horas y posteriormente cen-
217 trifugadas a 4500 rpm por 5 minutos, una alicuota del sobrenadante se dispensé en una
218 placa de 96 pozos de fondo plano para leer la absorbancia a 540 nm. Como controles ne-
219 gativo y positivo se utilizaron solucion salina y agua destilada respectivamente. Final-

220 mente se determino el porcentaje de hemdlisis basado en la siguiente formula (32).
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Abs muestra—Abs control negativo
Abs eontrol positive—Abs control negativo

YHemolisis = * 100%

3. Resultados y discusion

Los péptidos utilizados en este trabajo contienen secuencias derivadas de LfcinB (20-30).
La actividad antifingica se evalud inicialmente frente a la cepa de referencia C. albi-
cans ATCC SC5314 sensible al FLC y los aislado clinicos C. albicans HUSI-PUJ 256 y C. al-
bicans HUSI-PU]J 13, que son resistentes a FLC.

3.1 Concentraciéon Minima Inhibitoria y Concentracion Minima fungicida

Los péptidos fueron agrupados en dos familias y evaluados contra las tres cepas de C.
albicans; cada familia esta definida por la secuencia y formado por el monémero y dimero.
La MIC es considerada como la menor concentracion de péptido requerida para inhibir el
crecimiento fungico

Calbieans ATCC Caalbicans PU-HUSI 13 C.albicans PUJ-HUSI 256

Codigo MIC MEC MIC MEFC MIC MFC
LfcinB (20-30) >200 >200 >200 >200 >200 >200
26[K] >200 >200 >200 >200 >200 >200
2[Nal] >200 >200 >200 >200 >200 >200
[Bpal] >200 >200 >200 >200 >200 >200
20[F] >200 >200 >200 >200 >200 >200
26[F]- (20-29) >200 >200 >200 >200 >200 >200
[F]- (2028) 200 >200 >200 >200 200 >200
26[F]- (20-27) >200 >200 >200 >200 >200 >200
26[F]- (20-26) 200 200 200 200 200 200
LfcinB (20-25) >200 >200 >200 >200 >200 >200

Tabla 3. Valores de los efectos antifungicos en (pg/mL) para los péptidos de la familia
LfcinB (20-30) RRWQWRMKKLG contra C.albicans ATCC SC5314 y C.albicans PUJ-HUSI 13 y 256

C'”"’;CC“;‘;I?TCC C.albicans PUJ-HUSI 13 C.albicans PUJ-HUSI 256
Codigo MIC MFC MIC MFC MIC MEC
LfcinB (20-30)2 >200 >200 >200 >200 >200 >200
26[K]- LfcinB (20-30)2 200 200 200 200 200 200
“[Nal]> 200 200 200 200 200 200
%[Bpal >200 >200 200 200 200 200
6[F]> 200 200 200 200 200 200
[F]- (20-29)2 >200 >200 >200 200 >200 >200
26[F]-(20-28)2 200 200 200 200 200 200
6[F]-(20-27)2 200 200 100 100 100 100
2[F]- (20-26)2 100 100 100 100 100 100
LfcinB (20-25)2 >200 >200 >200 >200 >200 >200

Tabla 4. Valores de los efectos antifungicos en (ug/mL) para los péptidos de la familia
LfcinB (20-30) RRWQWRMKKLG2-K-Ahx contra C.albicans ATCC SC5314 y C.albicans PUJ-HUSI
13y 256.
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243 Los resultados muestran que la mayoria de los péptidos evaluados presentaron valores
244 de CMI superiores a 200 pg/mL en las tres cepas de C. albicans, lo que sugiere una baja
245 actividad antifiingica en las condiciones evaluadas. Por otro lado, algunas modificaciones
246 en las secuencias de los péptidos generaron ligeros cambios en la actividad antifungica.
247 En el caso de los péptidos diméricos, se observo que el péptido %[F]- (20-27): presentd una
248 MIC de 100 pug/mL frente a C. albicans Puj-Husi 13 y Puj-Husi 256, mientras que el péptido
249 26[F]-(20-26)2 mostro una CMI de 100 pug/mL en las tres cepas evaluadas, lo que indica un
250 incremento en la actividad antifiungica en comparacion con los demas péptidos. Estos ha-
251 llazgos concuerdan con investigaciones previamente realizadas (33).

252 Los péptidos 26[F]-(20-27)2 y2¢[F]-(20-26)2, han demostrado una actividad antifingica me-
253 jorada frente a cepas de C. albicans. Esta mejora se atribuye a un equilibrio 6ptimo entre
254 carga positiva (residuos de arginina [R, Arg] y lisina [K, Lys]), residuos hidrofébicos (fe-
255 nilalanina [F, Phe] y triptofano [W, Trp]), factores clave en la interaccién con las membra-
256 nas celulares fungicas. Estudios han demostrado que la presencia de residuos de Argy
257 Trp es esencial para la actividad antifingica de estos péptidos. La sustitucién de estos
258 aminodcidos por alanina reduce significativamente la actividad antifingica, lo que resalta
259 la importancia de la carga positiva y la hidrofobicidad en la interaccién con la membrana
260 de C. albicans (34). Ademas, la estructura dimérica de estas secuencias ha mostrado mejo-
261 rar su actividad antifangica (34) .

262 Teniendo en cuenta el mecanismo de accién propuesto para LfcinB, se ha sugerido que
263 sus residuos cargados positivamente interacttian electrostaticamente con componentes
264 anidnicos de la superficie fingica, como fosfolipidos, facilitando la unién inicial del pép-
265 tido a la célula. Posteriormente, los residuos hidrofébicos interactiian con la bicapa lipi-
266 dica de la membrana fingica, rica en ergosterol, lo que puede conducir a una desestabili-
267 zacién de la membrana, formacion de poros o incluso lisis celular. Este mecanismo ha sido
268 observado en estudios previos donde LfcinB y sus derivados generaron dafo ultraestruc-
269 tural en cepas de C. albicans, evidenciado mediante microscopia electrénica (35). Por tanto,
270 se plantea que la posicion 26 de la secuencia LfcinB 20-30 debe estar ocupada por un resi-
271 duo de naturaleza hidrofébica con caracteristicas estructurales particulares, que permitan
272 una interaccion efectiva con la membrana fingica y que potencian la actividad antifingica
273 del péptido (36).

274 Los resultados obtenidos sugieren que los péptidos derivados de LfcinB (20-30)2 presen-
275 taron mayor actividad antifiingica frente a cepas clinicas de C. albicans resistentes al flu-
276 conazol que frente a la cepa de referencia ATCC. Esta diferencia puede explicarse por
277 diversas adaptaciones estructurales y funcionales que desarrollan las cepas resistentes a
278 antifingicos azolicos. En particular, se ha descrito que la resistencia al fluconazol conlleva
279 modificaciones en la composicion lipidica y en la organizacion de la membrana plasma-
280 tica, asi como en la cantidad y distribucién de ergosterol, lo cual puede aumentar la per-
281 meabilidad de la membrana o exponer componentes aniénicos que favorecen la interac-
282 cion electrostatica con péptidos catiénicos como los derivados de LfcinB (37). Estas altera-
283 ciones, lejos de conferir una ventaja frente a los péptidos antimicrobianos, pueden hacer
284 que la membrana fiingica sea mas vulnerable a la disrupcion inducida por estos compues-
285 tos, lo que explicaria su mayor efectividad en cepas resistentes. (38)

286 Estos hallazgos sugieren que la optimizacion de la secuencia peptidica LfcinB 20-30, me-
287 diante la incorporacion de residuos especificos y modificaciones estructurales como la di-

288 merizacion, puede potenciar la actividad antifungica.
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3.2 Evaluacién de la actividad cinética antifingica (Curvas de letalidad)

Las curvas de letalidad tienen el objetivo de evaluar el comportamiento de las levaduras
tratadas con el péptido a través del tiempo y de esta manera determinar si el péptido ejerce
una actividad fungistatica o fungicida. Se seleccionaron los péptidos que presentaron la
mayor actividad antifiingica segtin los resultados obtenidos en la tabla 4, y se evalud su
cinética de accion frente a la cepa. Para ello, se determino el crecimiento fiingico en pre-
sencia del péptido en concentraciones de 200, 100, 50 y 25 pg/mL, correspondientes a
2xCMI, CM], 0.5xCMI y 0.25xCMI respectivamente. Las mediciones se realizaron a inter-
valos de 0, 2, 4, 8, 12, 24, 36 y 48 horas para observar la evolucién del crecimiento en el
tiempo.

A B

26[F]-(20-27)2

‘ , 26[F]-(20-27)2
C.albicans Puj-HUSI 256 C.albicans Puj-HUSI 13

2MIC (200) 0.6
% £ P o 2MIC (200)
= MIC (100) g o L = MIC (100)
el g %"
P 0.5MIC (50) € o 0.5MIC (50)
/ 0.25MIC (25) -g 0.25MIC (25)
/ -+ C. crecimientc = 0.2+ -+~ C. crecimiento
& RPMI ¥ a RPMI
pse-—9o—— o ——9—§ pot—s—89—— 86—
T T T T 1 0.0 T T T T 1
10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Horas Horas

Figura 3. Curvas de letalidad del péptido 26[F]-(20-27)2 contra A. C. albicans Puj-Husi 256,
B. C. albicans Puj-Husi 13. Se representa con linea azul la concentraciéon de 2xMIC, linea
morada MIC, linea verde 0.5xMIC, linea naranja 0.25xMIC, linea roja el control de creci-
miento y linea amarilla el control con RPMI.

Se observa en la Figura 3, una clara inhibicion del crecimiento fingico dependiente de la
concentracion y del tiempo causada por el péptido 2[F]-(20-27)2. En ambas cepas, las con-
centraciones correspondientes a 1xMIC (100 pug/mL) y 2xMIC (200 pg/mL) mostraron una
inhibicién completa o casi completa del crecimiento hasta las 48 horas, evidenciado por
valores de absorbancia cercanos a 0, similares al control negativo (medio RPMI). Esto in-
dica una actividad fungicida sostenida del péptido a estas concentraciones. Por el contra-
rio, las concentraciones subinhibitorias (0.5xMIC y 0.25xMIC) permitieron un crecimiento
progresivo de la levadura, aunque menor en comparacion con el control de crecimiento
sin péptido.

Este patron sugiere que el péptido 26[F]-(20-27), tiene una accién dependiente de la dosis,
y su efecto letal se manifiesta de manera mas efectiva a concentraciones iguales o superio-
res a la CML La inhibicién marcada observada puede atribuirse al mecanismo de accion
propuesto para LfcinB, donde los residuos catidnicos interactiian con componentes de
carga negativa en la membrana de C. albicans, facilitando la insercién de residuos hidro-
fébicos y la posterior disrupcién de la membrana celular (39).
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321 Ademas, se puede destacar que la cepa PUJ-HUSI 256 mostrd una respuesta ligeramente
322 mas sensible que la PUJ-HUSI 13 a concentraciones intermedias, lo que puede estar rela-
323 cionado con diferencias en la composicion lipidica o en la carga superficial de la mem-
324 brana de cada cepa, lo cual puede modular la interaccién con el péptido.
325
326
327 A B
26[F]- (20-26)2 26[F]-(20-26)2
C.albicans Puj-HUSI 13 C.albicans Puj-HUSI 256
06 7 e 2MIC (200 %07 2mIc
Pt (200) I e 2MIC(200)
. Y = MIC (100) . I
S 04- /}—”""" s 0.5MIC (50) S 04 g = MIC (100)
g 025MIC (25)  § i
2 —- C.crecimiento @ Q25MIC (25)
8 02 RPMI 2 102 + C. crecimiento
! RPMI
———— piat———4—
0.0 1 1 1 1 1 0.0 1 T 1 1 1
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Horas Horas
328
329 C

26[F]- (20-26)2

C.albicans ATCC5314
0.6
_e 2MIC (200)

L. s = MIC (100)

H + 0.5MIC (50)

s ; 0.25MIC (25)

S 029 -+~ C. crecimiento

oo 3 $ RPMI
0.0 T T T I77 1
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330
331
332 Figura 4. Curvas de letalidad del péptido %[F]- LfcinB (20-26)2 contra A. C. albicans PUJ-
333 HUSI 13, B. C. albicans PUJ-HUSI 256, C. albicans SC5314 ATCC. Se representa con linea
334 azul la concentracion de 2xMIC, linea morada MIC, linea verde 0.5xMIC, linea naranja
335 0.25xMIC, linea roja el control de crecimiento y linea amarilla el control con RPMI
336
337 Se observa en la Figura 4 que el péptido 26[F]- LfcinB (20-26)2 presenta una inhibicion del
338 crecimiento fungico dependiente de la concentracion y el tiempo. A concentraciones de
339 1IxMIC y 2xMIC, el crecimiento fue practicamente nulo hasta las 48 horas, con valores de
340 absorbancia, similares al control negativo, lo que indica una actividad fungicida sostenida.
341 En cambio, a concentraciones subinhibitorias (0.5xMIC y 0.25xMIC), el crecimiento fue
342 progresivo, aunque menor comparada con el control sin tratamiento.
343 Los datos muestran una inhibicién significativa del crecimiento en las tres cepas a concen-
344 traciones iguales o superiores a la CMI (100 y 200 pg/mL), lo cual indica que ambos pép-

345 tidos en su forma dimérica ejercen un efecto letal dependiente de la dosis y el tiempo. Sin
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346 embargo, se observa que las cepas clinicas resistentes al fluconazol (Puj-HUSI 13 y 256)
347 muestran una mayor sensibilidad a las concentraciones del péptido, evidenciada por una
348 menor absorbancia incluso a concentraciones subinhibitorias (0.25 y 0.5xMIC), en compa-
349 racion con la cepa ATCC.

350 Este comportamiento podria estar relacionado con diferencias en la composicién y estruc-
351 tura de la membrana plasmatica de las cepas resistentes. Se ha reportado que cepas resis-
352 tentes a fluconazol presentan alteraciones en la ergosterol y un aumento en la exposicién
353 de fosfatidilserina y otros fosfolipidos aniénicos en la membrana externa, lo que podria
354 favorecer la interaccion electrostatica con péptidos catiénicos como LfcinB y sus derivados
355 (40). Ademas, se ha propuesto que estas cepas pueden presentar modificaciones en la flui-
356 dez de la membrana que aumentan su permeabilidad, haciendo que sean mas susceptibles
357 a mecanismos de accién que impliquen disrupcion de la bicapa lipidica, como ocurre con
358 LfcinB.

359 Las curvas de letalidad evidencian que los péptidos evaluados presentan actividad fungi-
360 cida a concentraciones iguales o superiores a la CMI (100 pg/mL) y especialmente a 2xCMI
361 (200 pug/mL), ya que en estos puntos se observa una reduccion y absorbancia cercana a 0,
362 lo cual indica muerte celular completa o casi completa hasta las 48 horas de incubacion.
363 Esta inhibicion total del crecimiento flingico, sin recuperacion posterior, confirma un
364 efecto letal sobre las células de C. albicans. Por otro lado, a concentraciones subinhibitorias
365 como 0.5xCMI (50 pug/mL) y 0.25xCMI (25 pug/mL), se observa una disminucion inicial del
366 crecimiento, seguida de una recuperacion progresiva en el tiempo. Este comportamiento
367 corresponde a una actividad fungistatica, donde el péptido inhibe temporalmente la pro-
368 liferacion fingica sin causar la muerte celular total. Se permiten concluir que la accién de
369 los péptidos son dependientes de la concentracion, y que el paso de actividad fungistatica
370 a fungicida se da a partir de concentraciones iguales o superiores a la CMI

371 Estos resultados son consistentes con investigaciones previas que han demostrado el po-
372 tencial de los péptidos derivados de LfcinB como agentes antifingicos. En 2024 se reportd
373 que los péptidos derivados de LfcinB presentaron actividad significativa frente a C.albi-
374 cans y C. auris, tanto en cepas sensibles como resistentes a fluconazol (25). En 2022 se di-
375 sefé péptidos quiméricos ramificados derivados de LfcinB y Buforina II, encontrando que
376 el motivo minimo (RRWQWR)2-K-Ahx-RLLRRLLR presentaba una notable actividad an-
377 tifangica contra cepas de C. albicans resistentes a fluconazol. Esto refuerza el potencial
378 terapéutico de los péptidos derivados de LfcinB como alternativa frente a infecciones re-
379 sistentes, concordando con la eficacia observada en las cepas clinicas (26). Adicional-
380 mente, en 2019 se demostro que el péptido LicinB (21-25)ra RWQWRWQWR redujo signi-
381 ficativamente la formacion de biopeliculas de C. auris resistentes a fluconazol, indicando
382 que estos péptidos no solo inhiben el crecimiento fliingico, sino también su capacidad de
383 adherencia y persistencia, aspectos clave en infecciones crénicas. Este comportamiento
384 puede correlacionarse con la reduccién de crecimiento observada en nuestros ensayos a
385 las 24 y 48 horas (27).

386 3.3 Evaluacion de la toxicidad hemolitica

387 El ensayo de hemolisis fue realizado para determinar la seguridad y potencial toxicidad
388 de los péptidos seleccionados, se realizé un ensayo de hemolisis utilizando eritrocitos hu-
389 manos. Este ensayo se llevo a cabo con los péptidos 2[F]-(20-27)2 y %[F]- (20-26)., los cuales
390 mostraron la mayor actividad antifingica en los experimentos previos. Se empled una

391 concentracion de 6.25, 12.5, 25, 50, 100 y 200 pg/ml.
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392
393
394 % de Hemolisis de los péptidos
395 Ny ;.
Concentracion del péptido (ug/mL)

396

Codigo Secuencia 6.25 12.5 25 50 100 200
397

%[F]-(20-27): (RRWQWRFK)2-K-Ahx 0 02 0.6 0.6 0.8* 09

%[F]-(20-26): (RRWQWRF)2-K-Ahx 0.1 04 04 0.8 0.9* 1.1
398 Nota: * Efecto hemolitico a la concentracion de la MIC
399 Tabla 5. Efecto hemolitico de los péptidos diméricos derivados de LfcinB (20-30)
400 Los resultados del efecto hemolitico para los péptidos 2[F]-(20-27), y 2[F]-(20-26), mues-
401 tran niveles de hemolisis muy bajos incluso a concentraciones elevadas (hasta 200 pg/mL),
402 sin superar el 1.1%. Este perfil indica una baja citotoxicidad frente a eritrocitos humanos,
403 lo cual es favorable para su posible aplicacion terapéutica. La ligera hemolisis observada
404 a concentraciones de 100 pg/mL y 200 pg/mL (0.8-1.1%) es considerada clinicamente no
405 significativa, ya que se encuentra por debajo del umbral de 5% que comtinmente se usa
406 como referencia de seguridad en estudios preclinicos (43)
407 Estos hallazgos sugieren que los péptidos poseen un perfil de citotoxicidad favorable, al
408 no generar dafio en células humanas como los eritrocitos. Esta caracteristica es esencial en
409 el disefio y seleccion de agentes antifiingicos, ya que un alto grado de selectividad hacia
410 las células fungicas, sin comprometer la viabilidad de las células humanas, es un requisito
411 fundamental para su desarrollo como potenciales candidatos terapéuticos. La falta de he-
412 molisis observada también respalda la compatibilidad de estos péptidos y refuerza su po-
413 sible aplicacidn clinica en futuras investigaciones.
414 3.4. Indice terapéutico
415 Finalmente, se calcul6 el indice terapéutico (IT) de los péptidos evaluados, utilizando
416 como dosis efectiva la concentracién minima inhibitoria (MIC) determinada para cada
417 cepa. En el caso del péptido %[F]-LfcinB (20-26), se consideraron las MIC obtenidas frente
418 a C. albicans ATCC 5314, PUJ-HUSI 13 y PUJ-HUSI 256. Para el péptido 2¢[F]-LfcinB (20-
419 27),, se utilizaron las MIC correspondientes a C. albicans PUJ-HUSI 13 y PUJ-HUSI 256.
420 Indice terapéutico = TDs, / EDsg
421 Los péptidos evaluados presentaron IT igual a 2, este valor sugiere que los péptidos po-
422 seen una actividad antifingica efectiva con baja toxicidad hemolitica, lo que los posiciona
423 como candidatos prometedores para su desarrollo como agentes antifingicos alternati-
424 VOs.
425
426

427
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428
Péptido Secuencia Cepa C. albicans IT
429 PUJ-HUSI 13 2
26[F]-LfcinB (20-27), (RRWQWREFK)2-K-Ahx
PUJ-HUSI 256 2
430
PUJ-HUSI 13 2
51 26[F]-(20-26):2 (RRWQWREF)2-K-Ahx PUJ-HUSI 256 5
ATCC5314 2
432
433 Tabla 6. Indice terapéutico de los péptidos 2[F]-LfcinB (20-27), y 26[F]-LfcinB (20-26)
434 4. Conclusiones
435 Los resultados de este estudio evidencian que modificaciones como la dimerizacion de la
436 secuencia LfcinB (20-30) y fragmentos, mejoran la actividad contra cepas de referencia y
437 aislados clinicos de C. albicans. En particular, los péptidos 2[F]-LfcinB (20-27), y %[F]-
438 LfcinB (20-26),, mostraron actividad antifungica significativa frente a cepas clinicas resis-
439 tentes a fluconazol, sin inducir toxicidad hemolitica, lo que sugiere un buen perfil de se-
440 lectividad. Las curvas de letalidad confirmaron esta observacion, mostrando que tanto el
441 péptido 2[F]-LfcinB (20-27),, como el 6[F]-LfcinB (20-26),,son efectivos en concentraciones
442 iguales o superiores a su CM], con efectos fungicidas durante 48 horas. Las concentracio-
443 nes mas bajas (0.5xCMI y 0.25xCMI) no lograron mantener esta inhibicién, lo cual sefiala
444 una relaciéon dosis-dependiente y refuerza la necesidad de mantener una concentracion
445 minima efectiva para lograr un efecto prolongado. Esta dinamica fue especialmente noto-
446 ria en las cepas clinicas, donde el tratamiento con estos péptidos inhibié por completo el
447 crecimiento durante el periodo de monitoreo, mientras que los controles mostraron creci-
448 miento progresivo. Finalmente, estos hallazgos apoyan el potencial de estos péptidos
449 como candidatos promisorios para el desarrollo de nuevas terapias antifingicas, y resal-
450 tan la importancia de continuar con estudios preclinicos que validen su eficacia y seguri-
451 dad in vivo
452 5. Referencias:

Gomez BL. Las infecciones fungicas: una amenaza creciente. Biomedica Revista del

1.
Instituto Nacional de Salud. 2023 agosto; 43(11-16).

2. F. B. Prevalencia global y multinacional de enfermedades fingicas: precision estimada.

J Fungi. 2017 Diciembre ; 3(57).

3. Montes K OB. Identificacion de especies de Candida a partir de muestras clinicas en

un hospital terciario de Honduras. Pathogens. 2019 noviembre; 8(237).

4. WH O. WHO fungal priority pathogens list to guide research, development and public
health action. 2022.

5. D WD. Global incidence and mortality of severe fungal disease. The Lancet infectius

diases. 2024 Enero.



Sustainability 2025, 17, x FOR PEER REVIEW 150f18

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

. Bedout C GB. Candida y candidiasis invasora: un reto continuo para su diagnostico

temprano. Infection. 2011 Sep.

. infecciosas. Ca:Fdddsdpds. Public. 2024.

. NyKA ]. esistencia a farmacos en especies patogenas de Candida, Desarrollos en

microbiologia y biotecnologia aplicadas, Técnicas microbianas avanzadas en
agricultura, medio ambiente y gestién de la salud. Prensa academica. 2023; 17(293-

303).

. Prof David W Denning F. Global incidence and mortality of severe fungal disease. THE

LANCET Infectioud Diseases. 2024.

Huan Y. KQ M. Péptidos antimicrobianos: clasificacion, disefio, aplicacion y progreso

de la investigacion en multiples campos. Front. Microbiol. 2020.

Mishra AK CJ M. Péptidos antimicrobianos ricos en triptéfano y ricos en prolina.

Moleculas. 2018.
Paretyre p. Péptidos antimicrobianos: premisas y promesas. Antimicrob. 2017.

WYLZZEpGAz WL. Design of bovine lactoferricin-derived peptide and its expression

and activity in Pichia pastoris. Biochem Biophys Res. .

SRTKAZRR. SM. Bovine Lactoferrin and Current Antifungal Therapy Against
Candida Albicans: A Systematic Review and Meta-Analysis. Indian Journal of

Dermatology/Indian journal of dermatology. 2023 Jan; 68(725).
Lactoferrin FSE.. Lactoferrin—a multifunctional protein with antimicrobial. 2003 Nov.

GML. R. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DEL PEPTIDO LfcinB
(21-25)pal RWQWRWQWR DERIVADO DE LA LACTOFERRICINA BOVINA EN
BIOPELICULAS DE Candida auris RESISTENTE A FLUCONAZOL GIULIANA
MARCELA LARA RUBIO DIRECTORA: CLAUDIA M. PARRA GIRALDO MSc. Ph.D
PONTIFIC. 2019.

Wang B,TYP,BE,&AB. Lactoferrin: Structure, function, denaturation and digestion.

Critical Reviews in Food Science and Nutrition,. 2017.
Rainard P. Bacteriostatic activity of bovine milk lactoferrin against mastitic. 1986; 11(4).

Bellamy W,WH,TM,KK,SS. Killing of Candida albicans by lactoferricin B, a potent
antimicrobial peptide derived from the N-terminal region of bovine lactoferrin.

Medical Microbiology and. 1993; 182(2).



Sustainability 2025, 17, x FOR PEER REVIEW 16 0f 18

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Longhi C,CMP,BW,SL,&VP. Effect of lactoferricin B, a pepsin-generated peptide of

bovine lactoferrin, on Escherichia coli. Medical Microbiology and Immunology. 1194.

Kang JH,LMK,KKL,&HKS.. Structure-biological activity relationships of 11-residue
highly basic peptide segment of bovine lactoferrin.. International Journal of Peptide

and Protein Research. .

Leon Calvijo MA,LCAL,ARGA,RPJE,G. Antibacterial activity of synthetic peptides
derived from lactoferricin against Escherichia coli ATCC 25922 and. BioMed. 2015.

Fleece ME,PS,MAJ,&HER. Molecular diagnosis of antimicrobial resistance in

Escherichia coli. Expert Review of Molecular Diagnostics. 2018.

Vargas Casanova Y,RMAV,CK]J,LCAL,M. Synergistic bactericide and antibiotic effects
of dimeric, tetrameric, or Synergistic bactericide and antibiotic effects of dimeric,

tetrameric, or. 2019.

nsuasty Cepeda DS,BCAC,OZA,LM]. Peptides Derived from (RRWQWRMKKLG)2-
K-Ahx Induce Selective Cellular Death. in Breast Cancer Cell Lines through Apoptotic

Pathway. International Journal of. 2020.

Barragan-Cardenas AC,ICDS,CMK],L],0ZA, UPA,RMZ],&Gc. LfcinB-Derived
Peptides: Specific and punctual change of n amino acid in monomeric and dimeric

sequences increase selective cytotoxicity in. 2022.

Barragan Cardenas A, Insuasty-Cepeda D, Cardenas-Martinez K, Lopez-Meza ],
Ochoa-Zarzosa A, Umana-Pérez A, et al. Péptidos derivados de LfcinB: el cambio
especifico y puntual de un aminodcido en secuencias monoméricas y diméricas
aumenta la citotoxicidad selectiva en lineas celulares de cancer de colon. Arabe. J.

quimica. 2022; 15.

NyKA ]J. esistencia a farmacos en especies patogenas de Candida, Desarrollos en
microbiologia y biotecnologia aplicadas, Técnicas microbianas avanzadas en
agricultura, medio ambiente y gestion de la salud. Prensa academica. 2023 17;(293-

303).

JPLaMS L. Pathogenesis and virulence of Candida albicans. Virulence. 2021 Agosto;
13.

PGP TPM. Invasive Candidiasis.. Infect Dis Clin North. Epub. 2016.



Sustainability 2025, 17, x FOR PEER REVIEW 17 of 18

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

Peman ECy]. Curvas de letalidad en antifungicos. 1 Unidad de Bacteriologia
Experimental, Centro de Investigacion y 2Servicio de Microbiologia. Hospital

Universitario La Fe. Valencia, Espafia Rev Iberoam Micol. 1999; 16(82-85).

Quindio GATR1dibUd. PRUEBA DE HEMOLISIS DE ERITROCITOS HUMANOS.
Grupo De Inmunologia Molecular GYMOL Universidad Del Quindio. 2017.

Torres MM. Péptidos quiméricos derivados de lactoferricina bovina y buforina II:
actividad antifungica contra cepas de referencia y aislados clinicos de Candida spp.

MDPIL. 2022.

Yerly Vargas CPBAXHGM]JLC. Combining the Peptide RWQWRWQWR and an
Ethanolic Extract of Bidens pilosa Enhances the Activity against Sensitive and

Resistant Candida albicans and C. auris Strains. MDPI. 2023.

Bellamy W TMYKWHKKTM. Identification of the bactericidal domain of lactoferrin..
Biochim Biophys Acta. 1992; 1121(1-2).

Hwang PM ZNSXACVH. Three-dimensional solution structure of lactoferricin B, an

antimicrobial peptide derived from bovine lactoferrin.. Biochemistry. 1998.

Cowen LE SDHSRPPD. Mechanisms of Antifungal Drug Resistance. Cold Spring Harb
Perspect Med. 2015.

Shapiro RS RNCL. Regulatory circuitry governing fungal development, drug
resistance, and disease. Microbiol Mol Biol Rev. 2011; 75(2).

Hancock REW SH. Antimicrobial and host-defense peptides as new anti-infective

therapeutic strategies. Nat Biotechnol. 2006; 24.

Mukherjee PK SDHCGM. Combination treatment of invasive fungal infections. Clin
Microbiol. 2005.

Casanova YV. Evaluacion de la actividad antifingica de péptidos sintéticos derivados
de Lactoferricina Bovina solos o en combinacidon con extractos de Bidens pilosa.

Dialnet. 2024.

Rubio L. Efecto del peptido LfcinB (21-25)pal en biopeliculas de Candida auris. Revista

Jveriana. 2019.

Radzikowski C DAKAea. Evaluation of hemolytic activity of selected antimicrobial

peptides. Int ] Mol Sci. 2019; 20(22).



454

455

456

457

458

459

460

Sustainability 2025, 17, x FOR PEER REVIEW 18 0f 18

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

OSTaCF SB. Candidiasis and Mechanisms of Antifungal Resistance. Antibiotics. 2020
May.

Neil AR Gow 1 BH. Importancia de la pared celular de Candida albicans durante el

comensalismo y la infeccién. PubMed. 2012 Mayo.

Francois L. Mayer 1 DW,BH. Mecanismos de patogenicidad de Candida albicans.
PubMed. 2013 Feb.

Bellamy W TMYK. Identification of the bactericidal domain of lactoferrin. Biochim
Biophys Acta. 1992; (1-2):130-6.

Wang G LXWZA. the updated antimicrobial peptide database and its application in
peptide design. Nucleic Acids Res. 2010; 37.

Aguilera O QBCGea. Antifungal effect of modified lactoferricin B(20-30) peptides on

Candida tropicalis and interaction with ergosterol.. peptides. 2019; 113.

van der Weerden NL BMAM. Properties and mechanisms of action of naturally

occurring antifungal peptides. Cell Mol Life. 2013.



