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Introducción

OMS

Expone la presencia generalizada de resistencia a los 
antibióticos 

Creó un sistema de vigilancia de 
resistencia a los antibióticos

PRIORIDAD MEDIA
Streptococcus pneumoniae

Shigella spp

Organización Mundial de la Salud. 2018

PRIORIDAD ELEVADA 
Enterococcus faecium

Staphylococcus aureus
Helicobacter pylori

Campylobacter
Salmonellae

PRIORIDAD CRITICA
Acinetobacter

Pseudomonas aeruginosa
Enterobacterias como Klebsiella,                  

Escherichia coli, Serratia, 
y Proteus
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Planteamiento problema

Resistencia a los 
antibióticos

E. coli P. aeruginosa S. aureus Péptidos 
antimicrobianos

BFII(32-35): RLLR

Alós JI. 2015. Elsevier Camarena JJ, Sánchez R. 1999. CCS Valderrama SL, González PF, Caro MA. 2016. Biomédica 
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PAMs

Amplio 
espectro 

de 
actividad

Pocos efectos 
secundarios

Baja o 
nula 

toxicidad

Alta 
especificidadPAMs

Buforina II

Búsqueda de nuevos agentes 
terapéuticos

Téllez GA, Castaño JC. 2010. Scielo
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Buforina

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

Bufo gargarizans

Histona H2A

Octámero de histonas
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Buforina I

1AGRGKQGGKVRAKAKTRSSRAGLQFPVGRVHRLLRKGNY39

16TRSSRAGLQFPVGRVHRLLRK36

BF I
39 aa

BF II
21 aa

Uyterhoeven E, Butler C, Elmore. 2008. FEBS Letters
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Antecedentes

sPark CB. 1996. Biochemical and biophysical research communications

Péptido Secuencia E. coli 
CMI (µg/mL)

S. aureus
CMI (µg/mL)

N-terminal

H2A
S GRGKQGGK  T  RAKAKTRSSRAGLQFPVGRVHRLLRKGNY AERV- - -

BFI A GRGKQGGK V RAKAKTRSSRAGLQFPVGRVHRLLRKGNY 8 4

BFII TRSSRAGLQFPVGRVHRLLRK 4 4

1996
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MÓLECULA SECUENCIA BACTERIA

CMI

μg/mL

BUF (5–21) RAGLQFPVGRVHRLLRK
S. aureus 2

E. coli 2

BUF (6–21) AGLQFPVGRVHRLLRK
S. aureus 8

E. coli 44

BUF (7–21) GLQFPVGRVHRLLRK
S. aureus 8

E. coli 44

BUF (8–21) LQFPVGRVHRLLRK
S. aureus 16

E. coli 8

BUF (9–21) QFPVGRVHRLLRK
S. aureus 64

E. coli 32

BUF (10–21) FPVGRVHRLLRK
S. aureus 32

E. coli 32

BUF (11–21) PVGRVHRLLRK
S. aureus 64

E. coli 32

2000

Antecedentes

Park CB, Yi K, Matsuzaki K, Kim MS, Kim SC. 2000. PNAS
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MÓLECULA SECUENCIA BACTERIA

CMI

μg/mL

BUF (1–17) TRSSRAGLQFPVGRVHR
S. aureus >256

E. coli >256

BUF (5–20) RAGLQFPVGRVHRLLR
S. aureus 64

E. coli 16

BUF (5–19) RAGLQFPVGRVHRLL
S. aureus 128

E. coli 64

BUF (5–18) RAGLQFPVGRVHRL
S. aureus 256

E. coli 256 

[RVHRLLR]3 RVHRLLRRVHRLLRRVHRLLR
S. aureus 64

E. coli 128

Antecedentes

Park CB, Yi K, Matsuzaki K, Kim MS, Kim SC. 2000. PNAS
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Estructuras palindrómicas

[RLLR]5: RLLRRLLRRLLRRLLRRLLR
CMI E. coli : 0,7 µM

RLLRRLLRRLLRRLLRRLLR

BFII: TRSSRAGLQFPVGRVHRLLRK
CMI E. coli : 1,62 µM

TRSSRAGLQFPVGRVHRLLRK

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

Antecedentes
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Sustitución de residuos de Arginina (Arg) por Lisina (Lys)

RAGLQFPVGRLLRRLLRRLLR RAGLQFPVGKLLKKLLKRLKR
BFIIb: RAGLQFPVGRLLRRLLRRLLR

CMI S. aureus : 1 µg/mL
CMI E. coli : 1 µg/mL

Histonin: RAGLQFPVGKLLKKLLKRLKR 
CMI S. aureus : 2 µg/mL 
CMI E. coli : 2 µg/mL

Cho JH, et al. 2008. Biochemical and biophysical research communications

Antecedentes

2008



13Ardila N. 2019. Tesis de Maestría

RRWQWR Ahx-RRWQWR

LfcinB 20-25: RRWQWR
CMI E. coli ATCC 25922: 203 µg/mL

Ahx/LfcinB(20-25): Ahx-RRWQWR
CMI E. coli ATCC 25922: 182 µg/mL 

Antecedentes

2019

Incorporación de aminoácidos no naturales
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Pregunta problema

RLLR

Escherichia coli ATCC 25922

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Pal

Ahx Cys

R    K
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Objetivos

2. Calcular el porcentaje de hemólisis de los péptidos sintéticos.

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

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

GENERAL

ESPECIFICOS

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

Familia Secuencia Código péptido

BFII(32-35)

RLLR BFII(32-35)

Ahx-RLLR Ahx/BFII(32-35)

C-Ahx-RLLR C/Ahx/BFII(32-35)

KLLK (R→K)BFII(32-35)

BFII(32-35)pal

RLLRRLLR BFII(32-35)pal

Ahx-RLLRRLLR Ahx/ BFII(32-35)pal

C-Ahx-RLLRRLLR C/Ahx/BFII(32-35)pal

KLLKKLLK (R→K)BFII(32-35)pal

Suministrados por el grupo de investigación Síntesis y Aplicación de Moléculas Peptídicas

(SAMP) de la Universidad Nacional de Colombia.
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Escherichia coli (Migula) Castellani and 
Chalmers (ATCC® 25922™)

Pseudomonas aeruginosa (Schroeter) 
Migula (ATCC® 27853™)

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

http://bit.ly/2UX1o76

http://bit.ly/2ZWqQNM

http://bit.ly/2J16uNX

American Type Culture Collection ATCC ® Microbiologics. 2019

Metodología

Cepas ATCC
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Metodología
 

 

 

 

 

 

 

 

1 3 

2 
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Etapa 1.

Determinar la concentración mínima inhibitoria (CMI) y la concentración mínima

bactericida (CMB) de los péptidos derivados de Buforina II contra E. coli ATCC

25922, P. aeruginosa ATCC 27853 y S. aureus ATCC 25923.
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Métodos: CMI

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

Péptidos (P1, P2, P3, P4)

Control Negativo (-) CMH+Agua destilada+Inóculo

Control Positivo (+): CMH+Antibiótico+Inóculo

Control Técnica (CT): CMH+Agua peptonada

Control de Crecimiento (CC): CMH+Inóculo

200 

µg/mL

100 

µg/mL

50 

µg/mL
25 

µg/mL
12,5 

µg/mL

6,2 

µg/mL

Incubar 
T= 37°C
t= 24 h
Lectura Abs 620 nm



21CLSI. 2012. Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria That Grow Aerobically;Approved Standard—Ninth Edition

200 

µg/mL
100 

µg/mL

50 

µg/mL
25 

µg/mL

12,5 

µg/mL

6,2 

µg/mL

CMI: Interpretación

Péptido

(µg /mL)
200 100 50 25 12,5 6,25

Control 

(+)

Control

(-)
T CT

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

Control
Péptido
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Métodos: CMB

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

Incubar 
(24 h, 37 °C)

100 

µg/mL
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Resultados: CMI/CMB

Código Secuencia

E. coli

ATCC 25922

CMI/CMB

(µM)

B
F

II
(3

2
-3

5
)

BFII(32-35) RLLR >360/>360

Ahx/BFII(32-35) Ahx-RLLR >299/>299

C/Ahx/BFII(32-35) C-Ahx-RLLR 259/>259

(R→K)BFII(32-35) KLLK >400/>400

B
F

II
(3

2
-3

5
)p

al BFII(32-35)pal RLLRRLLR 91/91

Ahx/BFII(32-35)pal Ahx-RLLRRLLR 41/82

C/Ahx/BFII(32-35)pal C-Ahx-RLLRRLLR 38/76

(R→K)BFII(32-35)pal KLLKKLLK 204/204
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Resultados: CMI/CMB

Código Secuencia

P. aeruginosa

ATCC 27853

CMI/CMB

(µM)

B
F

II
(3

2
-3

5
)

BFII(32-35) RLLR >360/>360

Ahx/BFII(32-35) Ahx-RLLR >299/>299

C/Ahx/BFII(32-35) C-Ahx-RLLR >259/>259

(R→K)BFII(32-35) KLLK >400/>400

B
F

II
(3

2
-3

5
)p

al BFII(32-35)pal RLLRRLLR 183/>183

Ahx/BFII(32-35)pal Ahx-RLLRRLLR 166/>166

C/Ahx/BFII(32-35)pal C-Ahx-RLLRRLLR 38/76

(R→K)BFII(32-35)pal KLLKKLLK 204/>204
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Resultados: CMI/CMB

Código Secuencia

S. aureus 

ATCC 25923

CMI/CMB

(µM)

B
F

II
(3

2
-3

5
)

BFII(32-35) RLLR >360/>360

Ahx/BFII(32-35) Ahx-RLLR >299/>299

C/Ahx/BFII(32-35) C-Ahx-RLLR >259/>259

(R→K)BFII(32-35) KLLK >400/>400

B
F

II
(3

2
-3

5
)p

al BFII(32-35)pal RLLRRLLR >183/>183

Ahx/BFII(32-35)pal Ahx-RLLRRLLR 166/166

C/Ahx/BFII(32-35)pal C-Ahx-RLLRRLLR 38/76

(R→K)BFII(32-35)pal KLLKKLLK >204/>204
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Conclusión

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

C-Ahx-RLLRRLLR

C/Ahx/BFII(32-35)pal

Péptido de amplio espectro de actividad
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Etapa 2.

Calcular el porcentaje de hemólisis para todos los péptidos sintéticos derivados de

la BFII(32-35).



Sangre O+
100 µL de eritrocitos 

(Sln 4% de GR) 
100 uL del péptido

(200 hasta 6,2 µg/mL)

+

Incubar a 37°C 
por 2 h

Controles: 
✔ Solución Salina 9% 
✔ Agua destilada

Centrifugar a 2500 rpm 
durante 5 min

Medir absorbancia del 
sobrenadante (540 nm)

Métodos: Hemólisis

Solarte et al. 2015. Biomed Research International 

%𝐻𝑒𝑚𝑜𝑙𝑖𝑠𝑖𝑠:
𝐴𝑏𝑠 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 − 𝐴𝑏𝑠 𝑁𝑎𝐶𝑙

𝐴𝑏𝑠 𝐴𝑔𝑢𝑎 𝑑𝑒𝑠𝑡𝑖𝑙𝑎𝑑𝑎 − 𝐴𝑏𝑠 𝑁𝑎𝐶𝑙
𝑥 100

33
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Resultados: Hemólisis

0%

20%

40%

60%

80%

100%

200 100 50 25 12,5 6,2

P
o

rc
e

n
ta

je

Péptido (µg/mL) 

Hemólisis familia BFII(32-35)

(R→K)BFII(32-35) C/Ahx/BFII(32-35) Ahx/BFII(32-35) BFII(32-35)

0%

20%

40%

60%

80%

100%

200 100 50 25 12,5 6,2

P
o

rc
e

n
ta

je

Péptido (µg/mL) 

Hemólisis familia BFII(32-35)pal

(R→K)BFII(32-35)pal C/Ahx/BFII(32-35)pal Ahx/BFII(32-35)pal BFII(32-35)pal

63,6%

RLLR
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Conclusión

Disminuye el porcentaje de hemólisis

63,6%

0,1%

RLLR

Cys

Pal

Ahx

(R→K)

Naturalmente la BFII no presentaba 
hemolisis, y las modificaciones de la 

región N-terminal no afectaron la 
actividad hemolítica.

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

Evaluar la actividad bactericida del péptido que presente mayor actividad mediante

curvas de letalidad.



32

Métodos: Curva de letalidad

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

32

30 µL Inóculo 

ajustado

5 x 105 UFC/mL

Controles:

Caldo MH

Cepa sola

Antibiótico

Incubar 37º por 48 h
Lectura Abs ( nm) cada hora 600ג

270 µL péptido 

(caldo MH). 

0,5xCMI, CMI, 

2xCMI

(Bioscreen C)
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Resultados: Curvas de 
letalidad

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

Ciprofloxacino

E. coli ATCC 25922  C-Ahx-RLLRRLLR

Tiempo (h)

A
b

s
(6

00
n

m
)
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Resultados: Curvas de 
letalidad

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

CMH

Ciprofloxacino

E. coli ATCC 25922  C-Ahx-RLLRRLLR

Tiempo (h)

A
b

s
(6

00
n

m
)
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Resultados: Curvas de 
letalidad

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

Control crecimiento

CMH

Ciprofloxacino

E. coli ATCC 25922  C-Ahx-RLLRRLLR

Tiempo (h)

A
b

s
(6

00
n

m
)
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Resultados: Curvas de 
letalidad

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

0,5 CMI (19 µM)

Control crecimiento

CMH

Ciprofloxacino

E. coli ATCC 25922  C-Ahx-RLLRRLLR

Tiempo (h)

A
b

s
(6

00
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m
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Resultados: Curvas de 
letalidad

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

CMI (38 µM)

0,5 CMI (19 µM)

Control crecimiento

CMH

Ciprofloxacino

E. coli ATCC 25922  C-Ahx-RLLRRLLR

Tiempo (h)

A
b

s
(6

00
n

m
)
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Resultados: Curvas de 
letalidad

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2 CMI (76 µM)

CMI (38 µM)

0,5 CMI (19 µM)

Control crecimiento

CMH

Ciprofloxacino

E. coli ATCC 25922  C-Ahx-RLLRRLLR

Tiempo (h)

A
b

s
(6

00
n

m
)
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Conclusión

Código Cepas bacterianas

Curvas de letalidad

Efecto   

bacteriostático 

(µM)

Efecto 

bactericida

(µM)

C/Ahx/BFII(32-35)pal E. coli ATCC 25922 38 76

C/Ahx/BFII(32-35)pal P. aeruginosa ATCC 27853 19 38

C/Ahx/BFII(32-35)pal S. aureus ATCC 25923 19 38
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Conclusiones

1

2

3

Fuimos capaces de hacer péptidos mas 
eficientes usando menos aminoácidos 

Se encontró un péptido promisorio con 
actividad antibacteriana en un amplio 

espectro de actividad 

Las incorporaciones en la región N-terminal 
de la secuencia peptídica  eliminan la 

capacidad hemolítica del motivo mínimo

C/Ahx/BFII(32-35)pal

No tóxicos

RLLR
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Productos académicos  
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Pared bacteriana
G

ra
m

 p
o

si
ti

v
a

G
ram

 n
eg

ativ
a

Patrick R. Murray , Ken S. Rosenthal, Michael A, Pfaller . Microbiologia Medica
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Mecanismo de acción 

Rodriguez AJ, Villegas EC, Corzo GA. 2015. UNAM
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Mecanismo de acción 

Rodriguez AJ, Villegas EC, Corzo GA. 2015. UNAM

1. Interacción de membrana
2. Funciones inmunomoduladores
3. Formación de poro en forma anular
4. Mecanismo de agregado
5. Formación de poro en forma de barril
6. Interacciones con el DNA
7. Mecanismo de la síntesis y

plegamiento de proteínas
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Mecanismo de acción original 

Chan Bae Park, Hun Sik Kim, Sun Chang Kim. 1998. BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL RESEARCH COMMUNICATIONS
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Arginina (Arg) – Lisina (Lys)

Aglus F,  Diaz P, Monza J, Gonnet S. 2018. UNAM

Amino Guanidino 
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Curvas de calibración 

3 mL 3 mL 3 mL 3 mL3 mL

Inoculo
Original

1:2 1:4 1:8 1:16 1:32

D
il

u
ci

o
n

es
 e

n
 b

as
e 

2

3 mL de agua peptonada

200 µL de las diluciones + 15mL de 
Agar Plate Count

Singh, D. Dwivedi, S. Enviromental microbiology and biotechnology
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y = 0,0101x + 0,0131

R² = 0,9924
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R² = 0,9884
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BACTERIA ATCC ECUACIÓN 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

y = 0,0071x + 0,0176

R² = 0,9895
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Síntesis de péptidos 

RESINA

Soporte solido 

R R L L RNH2 LCOOH NH2

1. Incorporación de aminoácidos 

R L L R

2. Clivaje

R L L R

3. Purificación 
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Formula y pesos moleculares 

Código Secuencia Peso molecular

B
F

II
(3

2-
35

)

BFII(32-35) RLLR 556

Ahx/BFII(32-35) Ahx-RLLR 668

C/Ahx/BFII(32-35) C-Ahx-RLLR 772

(R→K)BFII(32-35) KLLK 500

B
F

II
(3

2-
35

)p
al

BFII(32-35)pal RLLRRLLR 1098

Ahx/BFII(32-35)pal Ahx-RLLRRLLR 1219

C/Ahx/BFII(32-35)pal C-Ahx-RLLRRLLR 1315

(R→K)BFII(32-35)pal KLLKKLLK 983

PESOS MOLECULARES

FORMULA CONVERSIÓN µg/mL A µM

CMI × 1000

Peso molecular
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Curva de letalidad
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