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Introduccion

Cred un sistema de vigilancia de
resistencia a los antibioticos — OMS

!

Expone la presencia generalizada de resistencia a los

antibidticos
S l —
PRIORIDAD MEDIA PRIORIDAD ELEVADA PRIORIDAD CRITICA
Streptococcus pneumoniae Enterococcus faecium Acinetobacter
Shigella spp Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa
Helicobacter pylori Enterobacterias como Klebsiella,

Campylobacter Escherichia coli, Serratia,

Salmonellae y Proteus

—[ Organizacion Mundial de la Salud. 2018 } I
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Planteamiento problema

SINTESIS Y APLICACION DE MOLECULAS PEPTIDICAS
SAMP

HNs__NH5
NH
(0] (0]
HzN\)\ fd;n\)l\ NH
LN T TN
\LNH h
HNZ NH,
Resistencia a los E. coli P. aeruginosa S. aureus Péptidos
antibioticos antimicrobianos

BFII32-3%): RLLR

Alos JI. 2015. Elsevier Camarena JJ, Sanchez R. 1999. CCS Valderrama SL, Gonzalez PF, Caro MA. 2016. Biomédica *{ G
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Amplio
espectro

de
actividad

Busqueda de nuevos agentes

terapéuticos
Alta Pocos efectos
PAMs especificidad secundarios

U

Buforina Il

Baja o
nula
toxicidad

4[ Téllez GA, Castano JC. 2010. Scielo } I




Buforina

Octamero de histonas

Kim HS, Park CB, Kim MS, Kim SC. 1996. Biochemical and biophysical research communications

[
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NACIONAL

Buforinal

TAGRGKQGGKVRAKAKTRSSRAGLQFPVGRVHRLLRKGNY?

BF I
39 aa

I6TRSSRAGLQFPVGRVHRLLRK?3®

BF 11
21 aa

4[ Uyterhoeven E, Butler C, Elmore. 2008. FEBS Letters } I
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Antecedentes
- . E.coli  S. aureus
Peptido Secuencia CMI (ug/mL)  CMI (ug/mL)
Etze;;“im‘l S|GRGKQGGK |T| RAKAKTRSSRAGLQFPVGRVHRLLRKGNY|AERV- - -
BFI A GRGKQGGK|V RAKAKTRSSRAGLQFPVGRVHRLLRKGNY 8 4
BFII TRSSRAGLQFPVGRVHRLLRK 4 4

4[ Park CB. 1996. Biochemical and biophysical research communications }
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Antecedentes s
, CMI
MOLECULA SECUENCIA BACTERIA ng/mL

S. aureus 2
BUF (5-21) RAGLQFPVGRVHRLLRK ured

E_coli 2

S. aureus 8
BUF (6-21) AGLQFPVGRVHRLLRK .

E. coli 44

S. aureus 8
BUE (7-21 LOFPVGRVHRLLRK
UF (7-21) GLQFPVG E. coli 44
BUF (8-21) LQFPVGRVHRLLRK S. aureus 16

E. coli 8

S. aureus 64
BUF (9-21) QFPVGRVHRLLRK T -

S. aureus 32
BUF (10-21 FPVGRVHRLLRK
UF (10-21) G E._coli 32

S. aureus 64
BUF (11-21) PVGRVHRLLRK _

E. coli 32

4[ Park CB, Yi K, Matsuzaki K, Kim MS, Kim SC. 2000. PNAS } I




Antecedentes
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CMI
MOLECULA SECUENCIA BACTERIA ng/mL
S. aureus >256
BUF (1-17) TRSSRAGLQFPVGRVHR -
E. coli >256
S. aureus 64
BUF (5-20) RAGLQFPVGRVHRLLR -
E. coli 16
S. aureus 128
BUF (5-19) RAGLQFPVGRVHRLL -
E. coli 64
S. aureus 256
BUF (5-18) RAGLQFPVGRVHRL -
E. coli 256
S. aureus 64
[RVHRLLR], RVHRLLRRVHRLLRRVHRLLR -
E. coli 128

4[ Park CB, Yi K, Matsuzaki K, Kim MS, Kim SC. 2000. PNAS }




Antecedentes

Estructuras palindromicas

TRSSRAGLQFPVGRVHRLLRK  RLLRRLLRRLLRRLLRRLLR

BFII: TRSSRAGLQFPVGRVHRLLRK [RLLR]5: RLLRRLLRRLLRRLLRRLLR
CMI ¢ i: 1,62 uM CMI ¢ ;:0,7 uM

HNYNHZ Hmﬁ/ww2 HNYNH-‘. HNYNH,_ H|~.|ﬁ/r~n-|2
NH NH NH jNH /rNH
o o) o o o o o o o o)
H H H H H H H H | H H
N N N N N N N N N N
HN N N N N N N/\r N N/\"/ N NH,
H H H H H H H H | H _
o o o 0 o o o o o o
NH NH NH NH NH
HN)\NH,_ HN)\NHZ HN)\NHZ HN)\NH,_ I-IN)\

NH,

4[ Park CB, Yi K, Matsuzaki K, Kim MS, Kim SC. 2000. PNAS } I




Antecedentes

Sustitucion de residuos de Arginina (Arg) por Lisina (Lys)

2008

J

RAGLQFPVGRLLRRLLRRLLR RAGLQFPVGKLLKKLLKRLKR

BFIIb: RAGLQFPVGRLLRRLLRRLLR Histonin: RAGLQFPVGKLLKKLLKRLKR
CMI S. aureus * 1 Hg/mL CMI S. aureus - 2 P‘g/mL
CMI E. coli * 1 Hg/mL CMI E. coli 2 P‘g/mL

4[ Cho JH, et al. 2008. Biochemical and biophysical research communications } I




Antecedentes

Incorporacion de aminoacidos no naturales

RRWQWR Ahx-RRWQWR
LfcinB 20-25: RRWQWR Ahx/LfcinB(20-25): Ahx-RRWQWR
CMI g i ATCC 25922° 203 pg/mL CMI g i ATCC 25922¢ 182 ug/mL

4[ Ardila N. 2019. Tesis de Maestria

1
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Pregunta problema

Escherichia coli ATCC 25922
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Staphylococcus aureus ATCC 25923

RLLR




Objetivos

GENERAL

Evaluar la actividad antibacteriana de péptidos derivados de Buforina II contra E. coli ATCC 25922,
P. aeruginosa ATCC 27853 y S. aureus ATCC 25923.

ESPECIFICOS

1. Determinar la Concentraciéon Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracion Minima Bactericida
(CMB) de los péptidos derivados de Buforina II contra E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC
27853 y S. aureus ATCC 25923.

3. Evaluar la actividad bactericida del péptido que presente mayor actividad por cepa mediante
curvas de letalidad.




Peptidos

Familia Secuencia Codigo peptido
RLLR BFI1(32-35)
Ahx-RLLR Ahx/BFII(2-35)
BFI1(32-35
C-Ahx-RLLR C/Ahx/BFII(32-35)
KLLK R-K)BFI[(32-35)
RLLRRLLR BFII(2:35)pal
Ahx-RLLRRLLR Ahx/ BFIIG23)pal
BFII632-35)pal
C-Ahx-RLLRRLLR C/Ahx/BFII323%)pal
KLLKKLLK (R—K)BF]](32-35)pal

Suministrados por el grupo de investigacion Sintesis y Aplicacion de Moléculas Peptidicas

(SAMP) de la Universidad Nacional de Colombia.
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Metodologia

Cepas ATCC
Escherichia coli (Migula) Castellani and Pseudomonas aeruginosa (Schroeter)
Chalmers (ATCC® 25922T™) Migula (ATCC® 27853™)

Staphylococcus aureus subsp. aureus Rosenbach
(ATCC® 25923™)

http://bit.ly/2UX1076

http://bit.ly/2J16uNX

4[ American Type Culture Collection ATCC ® Microbiologics. 2019

| S—
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Metodologia

SINTESIS Y APLICACION DE MOLECULAS PEPTIDICAS
SAM

ETAPA 2
‘ Determinacion del porcentaje
ﬁhcmohms de los péptidos.

ETAPA 1

Determinacion de la concentracion
minima inhibitoria y concentracion
minima bactericida.

ETAPA 3

Curvas de letalidad por cepa.




Etapa 1.

Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentraciéon minima
bactericida (CMB) de los péptidos derivados de Buforina II contra E. coli ATCC
25922, P. aeruginosa ATCC 27853 y S. aureus ATCC 25923.




Meétodos: CMI

8 9 10 I 12 \ Péptidos (P1, P2, P3, P4)
Control Negativo (-) CMH+Agua destilada+Indculo

Control Positivo (+): CMH+Antibiotico+Indculo
Control Técnica (CT): CMH+Agua peptonada
Control de Crecimiento (CC): CMH+In6culo

200 100 50 25 12,5 6,2
ug/mL ug/mL pg/mL ug/mL ug/mL ug/mL

BQQOOOOOC
e Jo/clelelele]e)

Lectura Abs 620 nm

OOOOOOOL

CLSI. 2012. Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria That Grow Aerobically;Approved Standard—Ninth Edition |
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CMI: Interpretacion

Péptido Control | Control
o 200 | 100 50 25 12,5 6,25 T | cr
(Hg /mL) (+) ()
Rep 1 0,125 0,129 | 0,189 | 0,602 0,568 0,570 0,120 0,520 0,118 | 0,857
Rep 2 0,122 0,129 | 0,112 | 0,502 0,583 0,593 0,128 0,524 0,116 | 0,834
Ll | » /
200 100 | 50 | 25 125 6.2 )|CE) @ \
ug/mL pg/mL Iug/mL' pg/mL  pg/mL  pg/mL ;
S S S — I — s N ) /\ O \
IOIOK
J®]C]
I Z N
Péptido W)@ €
—1__1" Control
4[ CLSI. 2012. Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria That Grow Aerobically;Approved Standard—Ninth Edition I e

SINTESIS Y APLICACION DE MOLECULAS PEPTIDICAS
SAMP



Métodos: CMB

B R e 3% o .5 677 8 10N 12 )\

AOO0000000000 | —

8O 0O00O0OOBORPP |

e cle]elelele) OO -

Je)ejejelelele) G)CT|O)

FOI®O0000OOPPIO

Jc/e]leleleoleleo) OO

H@@@@@@@@@@ )19) Incubar
— (24 h, 37 °C)

NCCLS. 1999. Methods for Determining Bactericidal Activity of Antimicrobial Agents; Approved Guideline. NCCLS document M26-A




Resultados: CMI/CMB

R-K)BFII (32-35)pal

KLLKKLLK

E. coli
- _ ATCC 25922
Caodigo Secuencia CMICMB
(LM)
| BFHIE2®) RLLR >360/>360
g Ahx/BF1132:35) Ahx-RLLR >209/>299
g C/Ahx/BF11(32:39) C-Ahx-RLLR 259/>259
R—K)BF | |(32:35) KLLK >400/>400
5 |BFIG2p RLLRRLLR 91/91
2 | Ahx/BF11(32:35)pal Ahx-RLLRRLLR 41/82
sz C/AhX/BFI1G235)pal  C-Ahx-RLLRRLLR 38/76
2l

204/204




Resultados: CMI/CMB

P. aeruginosa

R-K)BFII (32-35)pal

KLLKKLLK

Cadigo Secuencia ATCC 27853
CMI/CMB
(LM)
| BFE2%®) RLLR >360/>360
S |AhxBFIIE® Ahx-RLLR >299/>299
g C/Ahx/BF11(32-35) C-Ahx-RLLR >259/>259
R—K)BFE|](32-35) KLLK >400/>400
5 |BFIIEpa RLLRRLLR 183/>183
2 | Ahx/BFI1(32:35)pal Ahx-RLLRRLLR 166/>166
% C/Ahx/BFI1G235pal  C-Ahx-RLLRRLLR 38/76
2l

204/>204




Resultados: CMI/CMB

R-K)BFII (32-35)pal

KLLKKLLK

S. aureus
- . ATCC 25923
Caodigo Secuencia CMICMB
(LM)
| BFHIG23) RLLR >360/>360
S |AhxBFIIG® Ahx-RLLR >299/>299
g C/Ahx/BF11(32-35) C-Ahx-RLLR >259/>259
(R—K)BF| | (32-35) KLLK >400/>400
5 |BFIIEpa RLLRRLLR >183/>183
2 | Ahx/BF11(32:35)pal Ahx-RLLRRLLR 166/166
% C/Ahx/BFI1G239pa  C-Ahx-RLLRRLLR 38/76
2l

>204/>204




Conclusion

7 ~—_
C-Ahx-RLLRRLLR

C/Ahx/BFI I(32'35

E. coli ATCC 25922 P. aeruginosa ATCC 27853 S. aureus ATCC 25923

N

Péeptido de amplio espectro de actividad
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Etapa 2.

Calcular el porcentaje de hemolisis para todos los péptidos sintéeticos derivados de

la BFIIG235),
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Meétodos: Hemolisis

Controles:
v Solucién Salina 9% LN
v Agua destilada

— ' + ' — —_—
A4
S O 100 pL de eritrocitos 100 uL del péptido Incubs; ; }?7 C
angte (Sln 4% de GR) (200 hasta 6,2 ug/mL) p
% H lisis: Abs tratamiento — Abs NaCl 100
0T EMORSIS: s Agua destilada — Abs NaCl x

h

Medir absorbancia del Centrifugar a 2500 rpm
sobrenadante (540 nm) durante 5 min |

Solarte et al. 2015. Biomed Research International | @




Resultados: Hemolisis
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Porcentaje

Hemolisis familia BFII32-35

(R->K)BFII(32-35) —e—C/Ahx/BFII(32-35) —e— Ahx/BFII(32-35) —e— BFII(32-35)

100%

80% RLLR
60% \% 63,6%
40%
20%
0% b ~ ~— —F— \ g 9
200 100 50 25 12,5 6,2
Péptido (ug/mL)

Porcentaje

Hemolisis familia BFII132-35)pal

(R->K)BFII(32-35)pal —e— C/Ahx/BFII(32-35)pal —®— Ahx/BFII(32-35)pal —e— BFII(32-35)pal

100%
80%
60%
40%

20%

0% ——0— —% = = — 9
200 100 50 25 12,5 6,2
Péptido (nug/mL)
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Conclusion

Naturalmente la BFII no presentaba
hemolisis, y las modificaciones de la
region N-terminal no afectaron la
actividad hemolitica.

63,6%

Ahx

(R—K)

Disminuye el porcentaje de hemolisis

0,1%

Jang SA, Kim H, Lee JY, Shin JR, et al. 2012. Elsiever I
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Etapa 3.

Evaluar la actividad bactericida del péptido que presente mayor actividad mediante

curvas de letalidad.
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Meétodos: Curva de letalidad
' -

: (Bioscreen C)
>
A2 — N S
Q -

Incubar 37" por 48 h
Lectura Abs ( 3600 nm) cada hora

HN N
a =
HO' N W
/\)‘\ Y /\Ir
NH; o

SINTESIS Y APLICACION DE MOLECULAS PEPTIDICAS
SAMP

270 uL péptido
(caldo MH).
0,5xCMI, CMl,
2xXCMI

30 pL In6culo "0
ajustado 4
5 x 105 UFC/mL 12
E 1,02
o % 0.8;
Controles: 2 o6+ ] i
Caldo MH — nlieieo
Cepa Sola 02: Medio CMH
Antibidtico 0.0+
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Tiempo (h)

4[ NCCLS. 1999. Methods for Determining Bactericidal Activity of Antimicrobial Agents; Approved Guideline. NCCLS document M26-A J |




Resultados: Curvas de
letalidad

E. coli ATCC 25922 C-Ahx-RLLRRLLR

2,0

1,5

1,0
—— Ciprofloxacino

Abs (600nm)

0,5

0.0 Tiempo (h)




Resultados: Curvas de
letalidad

E. coli ATCC 25922 C-Ahx-RLLRRLLR

2,0
1,5
g —CMH
=
S
3 1,0
»
Mo
<
—— Ciprofloxacino
0,5
0,0

Tiempo (h)




Resultados: Curvas de
letalidad

E. coli ATCC 25922 C-Ahx-RLLRRLLR

2,0
1,5
—_ ——Control crecimiento
g
=
(o]
8 1,0
- —CMH
£
<
05 —— Ciprofloxacino
0,0 .
Tiempo (h)




Resultados: Curvas de
letalidad

E. coli ATCC 25922 C-Ahx-RLLRRLLR

2,0
1,5
0,5 CMI (19 uM)

g
S ..
8 1,0 —— Control crecimiento
2
< —CMH

0,5

—— Ciprofloxacino
0,0 .
Tiempo (h)




Resultados: Curvas de
letalidad

E. coli ATCC 25922 C-Ahx-RLLRRLLR

2,0
1,5
—CMI (38 uM)
El
& 0,5 CMI (19 uM)
S 10
s —— Control crecimiento
<
—CMH
0,5
—— Ciprofloxacino
0,0 )
Tiempo (h)




Resultados: Curvas de
letalidad

E. coli ATCC 25922 C-Ahx-RLLRRLLR

2,0
1,5
—2 CMI (76 uM)
g ——CMI (38 uM)
S
3 1,0 0,5 CMI (19 uM)
»
< —— Control crecimiento
<
—CMH
0,5
—— Ciprofloxacino
?
0,0 .
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 Tlempo (h)




Conclusion

Curvas de letalidad

Cadigo Cepas bacterianas Ef?Cto, _ Efec_t(?
bacteriostatico bactericida
(LM) (LM)
C/Ahx/BF|1(32-35)pal E. coli ATCC 25922 38 76
C/Ahx/BF|1(32-35)pal P. aeruginosa ATCC 27853 19 38
C/Ahx/BF11(2-35)pal S. aureus ATCC 25923 19 38




Conclusiones

Fuimos capaces de hacer péptidos mas R I_ I_ R

eficientes usando menos aminoacidos

Las incorporaciones en la region N-terminal
de la secuencia peptidica eliminan la
capacidad hemolitica del motivo minimo

Se encontré un péptido promisorio con
actividad antibacteriana en un amplio C/ AhX/ B F I I (32'35)pal

espectro de actividad
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Pared bacteriana

Espacio extracelular

(a) (b)
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Espacio extracelular

Proteina (porina)
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Patrick R. Murray , Ken S. Rosenthal, Michael A, Pfaller . Microbiologia Medica




Mecanismo de accion

Péptido antibiético
= é_ IS :%‘"‘ = Interaccion por carga
- -y X »
5 ol ‘)l;- ,,,’E‘g_j_%’

Formacioén del poro
3 O, R R B NN (D
e

Entrada del péptido

P NS

- c-‘-.

e Bt ST R
Péptido antibioético

4‘ Rodriguez AJ, Villegas EC, Corzo GA. 2015. UNAM |




Mecanismo de accion

Interaccion de membrana

Funciones inmunomoduladores
Formacién de poro en forma anular
Mecanismo de agregado

Formacion de poro en forma de barril
Interacciones con el DNA
Mecanismo de la  sintesis
plegamiento de proteinas
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Mecanismo de accion original
(A) B
0.5 ug/ml of 4 pg/ml of
FITC-labeled buforin I FITC-labeled buforin 11~ (B)
20 pg/ml of 50 pg/ml of

FITC-labeled magainin 2 FITC-Iabeled magamin 2
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Arginina (Arg) — Lisina (Lys)
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Diluciones en base 2

— Singh, D. Dwivedi, S. Enviromental microbiology and biotechnology |

Curvas de calibracion

3mL 3mL 3mL 3mL 3 mL 30 uL
% - ik - i - s - TETPOYTY
nqcplo — 300Ul 270uLAguaPeotonada Control
| Original > ¢ § 3 & B ¢ 7T O % 0 S
2400000000000
| | | | 2eQ Q0000000000
@ 12 &) 1:4 )18 1116 ) 1:32 eOO0OO00000000I00
3 mL de agua peptonada / IBDOOOOOODOOOOO
Sv:fesen‘écada 1:16.0 C) O O O O O O O O O O
'—mc . Dilucion en base 2 | Diluciones decimales sembradas 1132'O C) O O O O O O O O O O
Original 107, 10° y 10° ) O 0000
1:2 10%,10° y 10 F)OQOQ OOOOO
1:4 104, 10% y 10* — H:0p
. ’ 1:8 10%,10°y 10*
200 pL de las diluciones + 15mL de Lt 107 107y 10%
Agar Plate Count 1:32 10°,10*y 10°




E. coli ATCC 25922
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P. aeruginosa ATCC 27853
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0.80 . 0,60
y =0,0101x + 0,0131 050 - y = 0,0064x - 0,0053
— 2 —
£ 060 R2 = 0,9924 040 R2 = 0,9884
S 040 5 S 030 +
o @020 +
< 0,20 + < 010 -
0,00 : ; ; | 0,00 ‘ ‘ ‘ ; |
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80 100
UFC/mL *107 UFC/mL*107
S. aureus ATCC 25923
0,35
0,30 + y =0,0071x + 0,0176
£ 025+ R2 =0,9895
S5 020 +
X 0,15 + s
D 010 &
< 1
0,05 +
0,00 } } } !
0 10 20 30 40
UFC/mL*107
BACTERIA ATCC ECUACION R2
E. coli 25922 Y =0,0101x + 0,0131 0,99
P. aeruginosa 27853 Y =0,0064x - 0,0053 0,98
S. aureus 25923 Y =0,0071x + 0,0176 0,98
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Sintesis de peptidos

Soporte solido

1. Incorporacion de aminoacidos

2. Clivaje 3. Purificacion




UNIVERSIDAD

Formula y pesos moleculares

FORMULA CONVERSION ug/mL A uM

CMI x 1000
Peso molecular
PESOS MOLECULARES
Codigo Secuencia Peso molecular

BFII(235) RLLR 556

§ Ahx/BFII6323) Ahx-RLLR 668

% C/Ahx/BFI16235) C-Ahx-RLLR 772

(R—KIBF[](32:35) KLLK 500

_ | BFICz®pl RLLRRLLR 1098

§ Ahx/BFII623)pal Ahx-RLLRRLLR 1219

£ | C/AR/BEIICzS9pal C-Ahx-RLLRRLLR 1315

“ | ®ooEIe2 s KLLKKLLK 983
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Curva de letalidad

2,0 S. aureus ATCC 25923 - C-Ahx-RLLRRLLR
1,5
—2 CMI (76 uM)

»g —CMI (38 uM)
8 0,5 CMI (19 uM)
% 1,0
> —— Control crecimiento
o)
< CMH

0,5 Vancomicina

00 Tiempo (h)
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Curva de letalidad

P. aeruginosa ATCC 27853 C-Ahx-RLLRRLLR

2,0
1,5
_ —2 CMI (76 uM)
g
& S T— —CMI(38uM)
S
\-2
» L0 0,5 CMI (19 uM)
<
CMH
— Control crecimiento
0,5
Ciprofloxacino
0.0 Tiempo (h)




Resistencia antibioticos
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Histonas

Histonas _

National human genome research institute
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Cromosoma

Fibra de Cromatina

"Perlas en una cuerda"
ADN desplegado en los
nucleosomas

Doble hélice
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