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Resumen

En este estudio se evaluo la actividad antimicrobiana y la induccién de resistencia de pép-
tidos derivados de la Lactoferricina bovina (LfcinB) frente a aislados clinicos de E. coli y
S. aureus. Especificamente las moléculas empleadas en el estudio corresponden al motivo
minimo de actividad de la LfcinB (?!RRWQWR?23), un palindromo derivado de esta secuen-
cia, y péptidos diméricos derivados de LfcinB( 20-30), en los que se hicieron modificacio-
nes estructurales en la secuencia, como el cambio puntal de aminoacidos, reduccion de la
longitud o introduccion de aminoacidos no naturales. Se utilizé el método de microdilu-
cion en caldo para determinar las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) y bacterici-
das (CMB). Posteriormente, se realiz6 la induccién de resistencia mediante la exposicion
continua de las bacterias a concentraciones subinhibitorias (0.25-2 CMI) de los péptidos y
antibidticos control (ciprofloxacina, meropenem y vancomicina), evaluando el aumento
de la CMI en el tiempo.

Los resultados mostraron que los péptidos modificados, como %[F]-LfcinB (20-30),, 2[F]-
LfcinB (20-27), y 26[Nal]-LfcinB (20-30),, presentaron mayor eficacia antibacteriana, en los
aislados clinicos. Algunos péptidos mantuvieron su actividad durante varios pases, mien-
tras que otros evidenciaron aumentos en la CMI, indicando resistencia inducida, los cuales

presentaban caracteristicas como su estructura similar de secuencias cortas y sencillas de
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aminoacidos mientras que los péptidos con modificaciones estructurales como dimeros y
con reemplazos en los aminodacidos no se obtuvo resistencia inducida ni cruzada.

También se evaluo la estabilidad de dicha resistencia y la posible resistencia cruzada
frente a otros péptidos y a los antibidticos. Se observd que algunas cepas mantuvieron
niveles elevados de CMI en péptidos y antibidticos sin presion selectiva. Este estudio des-
taca el potencial de los péptidos derivados de LfcinB como agentes antimicrobianos, pero

también advierte sobre la capacidad adaptativa bacteriana ante estos compuestos.

Palabras clave: Resistencia antimicrobianos, péptidos antimicrobianos, Staphylococcus au-
reus, Escherichia coli, bacterias resistentes a multiples farmacos, ensayo de sensibilidad mi-

crobiana.

1. Introducion

El descubrimiento y uso de los antibidticos revoluciono la medicina moderna; sin em-
bargo, su uso indiscriminado ha favorecido la aparicidon de bacterias multirresistentes (1).
Staphylococcus aureus mostro resistencia a la penicilina en 1942, lo que 1levé al desarrollo
de la meticilina en 1960; no obstante, ese mismo afio detectaron cepas resistentes, y en
2002 se identificaron aislados con resistencia a vancomicina (2). Por otro lado, Escherichia
coli, originalmente comensal, ha desarrollado resistencia desde la década de 1930, inclu-
yendo la producciéon de -lactamasas de espectro extendido (BLEE) y AmpC,

Las BLEE son enzimas capaces de hidrolizar una amplia gama de antibidticos 3-lactami-
cos, como penicilinas, cefalosporinas de primera, segunda y tercera generacion, asi como
monobactamicos como el aztreonam. Estas enzimas son generalmente inhibidas por in-
hibidores tradicionales como el acido clavulanico, tazobactam y sulbactam, lo que ha
permitido el uso de combinaciones antibiético-inhibidor en ciertos casos clinicos (3).

Por otro lado, las -lactamasas AmpC son enzimas cromosémicas o plasmidicas que con-
fieren resistencia a penicilinas, cefalosporinas de primera a tercera generacion y, a dife-
rencia de las BLEE, no son inhibidas por los inhibidores cléasicos de [3-lactamasas , lo cual
representa un desafio clinico mayor (4) (5). Lo que ha limitado las opciones terapéuticas y
promovido el uso de antibidticos de ultima linea como carbapenémicos y polimixinas (6)

().

Escherichia coli es una bacteria Gram negativa de la familia Enterobacteriaceae, pertene-
ciente al microbiota intestinal de humanos y animales. Su diversidad gendmica le permite
actuar como comensal o convertirse en un patdgeno oportunista, causando infecciones
extraintestinales graves (8) (9) (10). Staphylococcus aureus es un coco Gram positivo, que
coloniza la piel y mucosas humanas. Es responsable de infecciones leves o graves, espe-
cialmente en entornos hospitalarios debido a su virulencia y creciente resistencia a anti-

bidticos como en los casos de resistencia a la meticilina (SARM) y vancomicina (SAVR)
(11) (12) (13).

A nivel clinico, E. coli y S. aureus son patdgenos de alta relevancia en Colombia. Entre 2018
y 2021, segin un estudio multicéntrico realizado en 12 ciudades del pais, E. coli fue el
principal agente en infecciones urinarias (56 %) y en sangre (22 %), mientras que S. aureus
predomind en piel y tejidos blandos (29 %). En UCI, E. coli representd el 12 % de los aisla-
mientos y S. aureus el 9 %. Durante este periodo, la resistencia de E. coli a cefalosporinas
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de tercera generacion se mantuvo estable (22 % a ceftriaxona y 10 % a ceftazidima), al
igual que la resistencia de S. aureus a clindamicina (10 %) y oxacilina (39 %) (14).

La resistencia a antibidticos en Staphylococcus aureus , particularmente en cepas resisten-
tes a meticilina (SARM), se ha asociado con una mayor mortalidad en casos de bacterie-
mia. Segin Cheung et al. (15), en un estudio que incluy6 a mas de 3.000 pacientes, la in-
fecciéon por SARM incremento significativamente el riesgo de muerte tanto a corto plazo
(7 dias) como a largo plazo (90 dias). Este hallazgo es consistente con estudios recientes
que reportan tasas de mortalidad hospitalaria superiores en pacientes con bacteriemia
por SARM en comparacion con aquellos infectados con cepas sensibles (16) (17). Factores
como la demora en el inicio de un tratamiento antimicrobiano efectivo, combinados de-
bido al uso empirico de glucopéptidos antes de disponer de resultados de sensibilidad,
contribuyen al aumento de la mortalidad y la seleccién de cepas resistentes (15) (18).

Los péptidos derivados de LfcinB han demostrado una potente actividad contra bacterias
sensibles y resistentes (19) (20) (21). Un estudio evalud tres péptidos con el motivo
RRWQWR, variando en estructura y numero de copias, mostrando una mayor eficacia
que LfcinB (17-31) frente Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus y Klebsiella pneumoniae (22). No obstante, persiste la preocupacion
sobre su potencial para inducir resistencia (23).

Se ha documentado resistencia bacteriana a péptidos antimicrobianos (PAMs) como a
nisina, pexiganan y colistina, incluyendo casos de resistencia cruzada, donde la exposicion
a un PAM puede generar resistencia a otros incluso con mecanismos diferentes (24). Aun-
que los PAM presentan un bajo potencial para inducir resistencia en comparacion con
antibidticos como la norfloxacina o gentamicina, se han reportado casos de resistencia a
péptidos antimicrobianos humanos (25) (26) (27).

S. aureus desarrolla mecanismos para resistir a los PAMs: modificacion de su membrana
mediante el factor de resistencia a multiples péptidos (MprF), que incorpora lisina y re-
duce la atraccion de PAMs catidnicos. Ademas, el sistema de proteinas determinantes de
superficie (Isd) le permite obtener hierro de la hemoglobina, contrarrestando la accion de
la lactoferrina. La esterificacion del acido teicoico con D-alanina, regulada por el operon
dlt, disminuye la carga negativa de la pared celular y la secrecién de aureolisina, una pro-
teasa que degrada péptidos como LL-37 péptido clave del sistema inmune, presente en
macrdfagos y neutrdfilos, facilitando la evasion de las defensas del hospedador (28).

E. coli libera vesiculas de membrana que secuestran PAMs, secreta proteasas como OmpT,
modifica su lipopolisacarido (LPS) afiadiendo grupos cargados positivamente, este pro-
ceso es regulado por sistemas de dos componentes como CpxRA, CprRS y PmrAB (29).

Los péptidos derivados de LfcinB (20-30) (RRWQWRMKKLG) contienen residuos catio-
nicos como arginina (Arg) y lisina (Lys) esenciales para su interaccion componentes car-
gados negativamente de la pared celular. Adicionalmente, contiene residuos hidrofébicos
como el triptéfano (Trp) que permite la interaccion con los fosfolipidos de la membrana
celular (30). Estos péptidos han mostrado también propiedades anticancerigenas, y anti-
fangica (19) (31) (32); el péptido palindrémico LfcinB (21-25) ra :(RWQWRWQWR) mostro
una Concentracion minima inhibitoria(CMI) de 6,25 uM y Concentracion minima inhibi-
toria (CMB) de 12,5 uM contra E. coli confirmando su actividad frente a bacterias Gram
positivas y Gram negativas (32) (33). El péptido 2 [F]-LfcinB (20-30):
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{(RRWQWRFKKLG):2K-Ahx present6 una CMI de 15 uM contra E. coli ATCC 25922, mien-
tras que 2 [Nal]-LfcinB (20-30)2 :(RRWQWR-Nal-KKLG):-K-Ahx indic6é una CMI de 14,5
UM para S. aureus ATCC 29213 (19).

La secuencia LfcinB (20-25): (RRWQWR) corresponde a un fragmento de seis aminoacidos
considerado el nucleo activo minimo de la lactoferricina bovina, con propiedades antimi-
crobianas atribuibles a su riqueza en residuos catidnicos y aromaticos, como arginina (R)
y triptéfano (W). Por su parte, la simetria del péptido LfcinB (21-25)pa (RWQWRWQWR)
potencia la interaccidon con las membranas al permitir una disposicion mas organizada
sobre superficies cargadas negativamente (como las de bacterias o células tumorales).
También puede mejorar la estabilidad estructural del péptido y su capacidad para inser-
tarse en bicapas lipidicas (34).

La dimerizacion de péptidos derivados de LfcinB se realiza con el objetivo de incrementar
su actividad bioldgica. Esta estrategia permite aumentar la densidad de carga positiva y
la presencia de residuos hidrofobicos, lo que mejora la interaccién con las membranas
celulares. Ademas, los dimeros exhiben mayor estabilidad frente a proteasas, mejor capa-
cidad de penetracion y multivalencia, lo cual se traduce en una mayor afinidad y eficacia
terapéutica (35).

La estabilidad de la resistencia se asocia a la transmision y mantenimiento de genes de
resistencia mediante transferencia horizontal (THG) y vertical (TVG). Siendo la THG, mas
eficiente para diseminar resistencia entre cepas y especies (36) (37).

En ambientes no pristinos, los microorganismos pueden desarrollar o adquirir resistencia
antimicrobiana en respuesta a condiciones adversas persistentes o intermitentes. La expo-
sicién subletal y prolongada a péptidos antimicrobianos genera estrés ambiental que acttia
como presion selectiva, induciendo respuestas adaptativas como modificaciones en la
membrana, activacién de bombas de eflujo y mecanismos antioxidantes. Estos procesos
no solo permiten la supervivencia bacteriana, sino que también pueden favorecer la resis-
tencia cruzada y la persistencia de cepas resistentes en el ambiente (38) (39).

En este estudio se analizaron diversos péptidos modificados derivados de LfcinB. Una de
las modificaciones mas relevantes fue la sustitucién del residuo de metionina (M) en la
posicion 26 por fenilalanina (F), un aminoacido mas hidrofébico (40). Esta modificacion
dio origen al péptido 26[F] LfcinB (20-30). , el cual demostrd una potente actividad citoto-
xica in vitro frente a lineas celulares de cancer de mama, con valores de ICsy inferiores a 20
uM (19). Otra modificacion incluy¢ la sustitucion de la metionina por 1-naftilalanina (1-
Nal), un aminoacido no natural con mayor hidrofobicidad. El péptido resultante, 26[Nal]
LfcinB (20-30), , también exhibi6 una fuerte actividad citotdxica frente a células tumorales
(41).

Debido al desafio que representa la resistencia bacteriana a los antibidticos y la necesidad
de nuevas estrategias terapéuticas, este estudio busca evaluar la resistencia bacteriana in-
ducida por péptidos antimicrobianos derivados de LfcinB en aislados clinicos de S. aureus
y E. coli, con el fin de ampliar el conocimiento sobre su potencial uso clinico.

2. Materiales y métodos
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Activacion bacteriana: Se usaron cepas bacterianas derivadas de aislados clinicos obteni-
dos en el Instituto Nacional de Cancerologia: Staphylococcus aureus 109095, Staphylococcus
aureus 124653, Escherichia coli 129797, Escherichia coli 1004, Escherichia coli 301755, suminis-
trados por el grupo de investigaciéon SAMP.

El almacenamiento de las cepas se realiz6 a una temperatura de -20°C, usando crioviales
que contenian medio Infusién Cerebro Corazén (BHI) y Glicerol al 20%, después de la
descongelacion se tomd una fraccion para pasarla a Agar Tripticasa soya (TSA) y ser al-
macenadas a 4°C como cepa de trabajo.

Concentraciéon minima inhibitoria:

La CIM de los péptidos derivados de LfcinB se realiza mediante la técnica de microdilu-
cién en caldo en placas de 96 pozos, siguiendo las recomendaciones estandar del Clinical
& Laboratory Standards Institute (CLSI) (42), Todos los ensayos se realizaron por tripli-
cado. Inicialmente, se distribuyeron 90 puL de caldo Mueller Hinton (CMH) estéril en los
pozos Bl a H12 de la placa multipozo (Figura 1). Posteriormente, se agregaron 90 pL del
péptido en el primer pozo de la fila B, seguido de diluciones seriadas en base dos a lo
largo de la fila, transfiriendo 90 pL de un pozo al siguiente. Las concentraciones finales
evaluadas fueron: 200, 100, 50, 25, 12,5 y 6,25 pg/mL. A todos los pozos, con excepcion del
control de técnica, se les agregd 10 uL de un in6culo bacteriano ajustado previamente a

una concentracion de 5 x 106 UFC/mL mediante curvas de calibracion.

El disefio experimental incluyé cuatro controles, también realizados por triplicado:

Control negativo : 90 uL. de CMH, 90 pL de agua destilada estéril y 10 pL de in6culo

bacteriano ajustado.

Control positivo : 90 uL. de CMH, 90 uL del antibiético de referencia segtn el microorga-
nismo (Vancomicina 8 pg/mL para Staphylococcus aureus ; Ciprofloxacina 1 pg/mL y Me-
ropenem 2 pug/mL para Escherichia coli ), mas 10 uL de indculo ajustado. Las concentra-
ciones de antibidticos fueron establecidas conforme a los puntos de corte del CLSI (43).

Control de técnica : 90 uL. de CMH y 10 pL de agua peptonada estéril (sin indculo ni anti-

microbiano), para verificar la esterilidad del medio y reactivos.

Control de crecimiento : 90 pL. de CMH mas 10 pL de indculo bacteriano, sin presencia de

antimicrobianos, para confirmar la viabilidad del cultivo.

Las placas se incubaron a 37 °C durante 18-24 horas. La CIM se definié como la concen-
tracion mas baja del péptido en la cual no se observa crecimiento bacteriano visible, corre-

lacionando con la lectura de la absorbancia del control de crecimiento a 620 nm.
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Figura 1. Distribucién de placa multipozo. Se observan las concentraciones del péptido

(pg/mL). Control negativo (C-), Control positivo (C+), Control de técnica (CT), Control crecimiento (CC).

Concentracion minima bactericida:

La concentracion minima bactericida (CMB) se establece segtin las recomendaciones del
CLSI (42). Tras la incubacién de las placas de microdilucién, se tomo una alicuota de cada
pozo sin crecimiento visible hasta la CMI. La CMB se definié como la concentraciéon mas
baja del péptido en la que no se observaron unidades formadoras de colonia (UFC) tras la
incubacidn, indicando la eliminacion total del indculo bacteriano (Figura 2).

o5 | o5\

Figura 2. Distribucién de concentraciones del péptido y controles en una caja de Petri. Se
muestran las concentraciones del péptido en ug/ mL (200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25), junto con los controles: positivo

( C+), negativo ( C-), de técnica ( CT) y de crecimiento ( CC).
Induccion de resistencia:

La sensibilizacién de los aislados clinicos se realizé mediante la exposicion a concentra-
ciones subletales del péptido antimicrobiano y antibidtico, correspondientes a 0,25x, 0,5x,
1x y 2x la concentracion minima inhibitoria (CMI) previamente determinada (Figura 3).
Cada pozo de la placa multipozo contenia caldo Mueller Hinton (CMH) suplementado

con la concentracion correspondiente del péptido y 10 uL del in6culo bacteriano a 5x10¢.
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Figura 3. Distribucién en placa multipozo para el ensayo de induccién de resistencia bac-
teriana. Cada pozo contiene caldo Muller Hinton (CMH) con 10 pL de inéculo. Se incluyen concentraciones

del péptido entre 0,25 y 2 veces la CMI, asi como el control de técnica (CT).

Durante el experimento, se realizaron diluciones seriadas 1:10 del indculo de forma diaria
para mantener densidades celulares (Figura 4). A partir de estas diluciones, se transfirie-
ron 10 puL a nuevos pozos que contenian CMH y las concentraciones correspondientes del

péptido, asegurando asi una exposicion continua y progresiva a lo largo del tiempo.

1 2 3 4
00 pLCMH | 90 uLCMH | 90 uL CMH
+10 pl. Cepa | +10pL Cepa | +10 pL Cepa | — T >

th
(=
=~
(-]
=]

10 |11 |12

Dil 1.1

Dil 1.2
Dil 1.3
Dil 2.1
Dil 2.2
Dil 2.3
Dil 3.1
Dil 3.2

=2l el

Figura 4.Distribucién en placa multipozo para diluciones seriadas 1/ 10. Cada pozo contiene
caldo Muller Hinton ( CMH) y diluciones 1/10 correspondientes a diferentes bacterias y dias de inducciéon .Las
posiciones estan codificadas como Dil 1.1, 1.2, 1.3 (Dia 1, bacterias 1, 2 y 3), Dil 2.1, 2.2, 2.3 (dia 2), y asi sucesiva-
mente.

Cada cinco dias, se realizaron resiembras en agar TSA con el fin de verificar la pureza del
cultivo bacteriano. La inducciéon de resistencia se llevd a cabo durante un periodo de 10
dias, para cada concentracién y posteriormente, las cepas tratadas fueron sembradas en
agar TSA para realizar nuevamente la determinacion de la CMI mediante el protocolo

previamente descrito.

En los aislados clinicos de E.coli , la sensibilizacion se realizé frente a los péptidos LfcinB
(20-25), LfcinB (21-25)ra y 26[F]-LfcinB (20-30),, asi como a los antibidticos ciprofloxacina
y meropenem. Para S.aureus , se emplearon los péptidos LfcinB (21-25)ra y 2[F]-LfcinB

(20-30),, y el antibidtico vancomicina como agentes inductores (Figura 5).
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Aislados clinicos E.coli:
1004

LfcinB (21-25) 129797
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#[F] LcinB (20-30); ’ D)
M Induccién de resistencia
LfcinB (20-25)
-] —> —p
Ciprofloxacina Meropenem
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(Y]]
Aislados clinicos S.aureus:
124653
109095 *
UcinB (21-25) pu B l '
“[F] LfcinB (20-30), I I I
Resultados
Vancomicina

Figura 5. Esquema del método experimental para la induccién de resistencia bacte-
riana, elaborado en Bio Render. Se utilizaron péptidos derivados de LfcinB y antibiéticos (cipro-
floxacina, meropenem, vancomicina) frente a aislados clinicos de E. coli (1004, 129797 y 301755) y S. aureus
(124653, 109095). El proceso incluye induccién de resistencia en placa multipozo, repique en agar y deter-

minacién de la concentraciéon minima inhibitoria (CMI), seguida del analisis de los resultados.
Evaluacion de resistencia cruzada:

Con el fin de evaluar la resistencia cruzada, se seleccionaron las cepas que desarrollaron
resistencia frente a los péptidos antimicrobianos durante el proceso de induccién. Para
esta evaluacién, se emplearon péptidos con estructura similar, pero que incluyeron modi-
ficaciones en su secuencia aminoacidica y en la longitud de la cadena peptidica. Las se-
cuencias utilizadas fueron: %[F]-LfcinB (20-27), y %6[Nal]-LfcinB (20-30).. Ademas, se in-
cluyen los antibidticos de referencia ciprofloxacina y meropenem como controles para ve-

rificar posibles patrones de resistencia cruzada entre péptidos y antibioticos.

La CMI obtenida tras la exposicion se comparo con la CMI inicial de cada cepa, permi-
tiendo identificar incrementos significativos en la concentracion requerida para inhibir el

crecimiento bacteriano, como indicativo de resistencia cruzada.
Estabilidad de la resistencia:

Para determinar la estabilidad del fenotipo resistente en ausencia de presion selectiva, las
cepas previamente clasificadas como resistentes se incubaron en CMH sin presencia de
los péptidos derivados de LfcinB. En cada pase, se inocularon 10 uL de la cepa en 90 pL
de CMH fresco y se incubaron durante 24 horas a 37 °C. Este procedimiento se repiti6

durante cinco pasos consecutivos.

Al finalizar el quinto pase, se importa nuevamente la CMI utilizando la técnica de micro-
dilucién en caldo estandarizada por el CLSI. Esta evaluacion permitio establecer si la re-
sistencia adquirida se mantenia en el tiempo o si disminuia en la ausencia del agente an-
timicrobiano (27).



9 de 25

3. Resultados

En esta investigacion, se evalud la actividad antimicrobiana de péptidos derivados de
LfcinB (Tabla 1). Los péptidos fueron sintetizados mediante la metodologia de sintesis
en fase solida (SPPS) con estrategia de proteccion tipo Fmoc (Fluorenilmetoxicarbonilo)
(19). La purificacién se realizé por extraccion en fase sdlida seguida de elucion en gra-
diente (44). La caracterizacion e identificacion estructural se efectud por cromatografia
liquida de alta resolucién (HPLC) (19). Para las pruebas de induccion de resistencia, se
utiliza como péptido control la secuencia minima activa de LfcinB (20-25) RRWQWR .

Tabla 1. Péptidos antimicrobianos derivados de la LfcinB (20-30).

Codigo Secuencia
LfcinB (20-25) RRWQWR
LfcinB (21-25) pa RWQWRWQWR
26[F] LfcinB (20-30)2 (RRWQWRFKKLG)2K-Ahx
26 [F] LfcinB (20-27): (RRWQRFK)2-K-Ahx
26[Nal] LfcinB(20-30): (RRWQWR-Nal-KKLG)2-K-Ahx

Nota: Se muestran las secuencias utilizadas para los ensayos de actividad antimicrobiana e induccién de resis-
tencia bacteriana. Los péptidos fueron modificados a partir del fragmento activo de la lactoferricina bovina.

Nota: Nal = dcido 2-naftilalanina

La actividad antibacteriana se evalud frente a tres aislados clinicos (AC) de E. coli, 1004
sensible, 129797 sensible a los antibidticos excepto ampicilina y 301755 present6 un patron
de resistencia indicando la presencia de una (3-lactamasa de espectro extendido (BLEE).
Frente a los aislados clinicos de S. aureus se evaluaron dos, AC: 109095 el cual presento
resistencia penicilina y AC 124653 presento resistencia a los antibidticos probados penici-
lina, eritromicina y tetraciclina (Tabla 2).

Tabla 2. Antibiograma reportado para los aislados clinicos.

Aislados clinicos de Resistente Susceptible
E. coli
1004 No presenta resis- FEP, IMP, ETP, AK, MEM, CZO, AMP,
tencias TIG, CRO, GEN, CIP, SAM, CAZ/AVI,
PIP/TZ, TMP/SMX
129797 AMP FEP, IMP, ETP, AK, MEM, CZO, TIG,
CRO, GEN, CIP, SAM, CAZ/AV], PIP/TZ,
TMP/SMX
301755 FEP, AMP, CRO, IMP, ETP, AK, MEM, TIG, CAZ/AVI
BLEE (+) GEN, CIP,
TMP/SMX
Aislados clinicos de Resistente Susceptible
S. aureus
109095 P E, TE
124653 P,E, TE

Nota: Abreviaturas: FEP: cefepima, IMP: Imipenem, ETP: Ertapenem, AK: Amikacina, MEM: meropenem,
CZO: Cefazolina, AMP: Ampicilina, TIG: Tigeciclina, CRO: ceftriaxona, GEN:gentamicina, CIP:ciprofloxacino,
SAM: ampicilina-sulbactam, CAZ/AVTI: ceftazidima-avibactam, PIP-TZ: piperacilina-tazobactam, TMP/SMX: tri-
metoprima-sulfametoxazol, P: penicilina, E: eritromicina, TE: tetraciclina, BLEE: betalactamasa de espectro ex-

tendido.
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Concentracion minima inhibitoria y bactericida:

Los resultados obtenidos fueron consistentes con las CMI previamente reportadas en la
literatura, lo cual sugiere que los péptidos evaluados conservan su eficacia frente a cepas
clinicas. En particular, la actividad antimicrobiana descrita en estudios previos para los
péptidos 2¢[F]-LfcinB (20-30),, 26[F]-LfcinB (20-27), y 26[Nal]-LfcinB (20-30) frente a E. coli,
asi como para %[Nal]-LfcinB (20-30) frente a S. aureus fue concordante con la bibliografia
publicada (19).

Los valores de CMI obtenidos en este trabajo (Tabla 3) evidenciaron que el péptido LfcinB
(21-25)pa presentd la menor CMI frente a E. coli 1004 (17 uM), para E. coli 301755 y 129797
(ambas con 34 uM). En estudios previos se reporto que el péptido LfcinB (21-25)ra presenta
actividad contra E. coli 1004 y 301755, con valores de CMI de 17 uM y 34 uM, respectiva-
mente (45).

Tabla 3. Concentracién minima inhibitoria (CMI) en pg/mL (uM) para péptidos derivados
de LfcinB contra aislados clinicos de E. coli y S. aureus.

Péptido
AC LfcinB (21-25).. | LfcinB(20-25) | »[FILfcinB (20-30). | =[FILfcinB (20-27). | »[NallLfcinB (20-30).
E. coli 1004 25 (17) 200 (203) 100(30) 50 (18) 100 (30)
E. coli 129797 50 (34) 200 (203) 100(30) 50 (18) 100 (30)
E. coli 301755 50 (34) 200 (203) 50 (15) 25 (9) 50 (15)
S. aureus 124653 | 200 (135) 200 (203) 200 (60) 200 (72) 50 (15)
S. aureus 109095 | 200 (135) 200 (203) 200 (60) 100 (36) 50 (15)

Nota: Los valores estan en pg/mL, con la concentracién equivalente en (M entre paréntesis.

Entre los péptidos modificados, 2[F]-LfcinB (20-30), mostr6é una CMI de 15 uM frente a E.
coli 301755, y de 30 uM contra E. coli 1004 y 129797. El péptido %[F]-LfcinB (20-27), fue el
mas activo frente a E. coli 301755, con una CMI de 9 uM, y mostr6 buena actividad frente
E. coli 1004 y 129797 (18 uM en ambos casos). Frente a S. aureus, este mismo péptido pre-
sentd una CMI de 36 uM para la cepa 124653 y de 72 uM para la 109095. Por su parte, el
péptido 2[Nal]-LfcinB (20-30) exhibi6 la mayor eficacia contra S. aureus 124653, con un
CMlI de 15 uM. Frente a E. coli 301755, la CMI también fue de 15 uM, mientras que para E.
coli 1004 y 129797 fue de 30 uM. El péptido LfcinB (20-25) mostré una CMI considerable-
mente mayor en todas las cepas analizadas (203 uM), lo que indic6é una menor actividad
antimicrobiana. Finalmente, los valores CMB, presentados (Tabla 4), reflejan tendencias
similares a las observadas para las CMI, lo que respalda el efecto bactericida de los pépti-
dos analizados. En general, los péptidos que presentaron modificaciones estructurales
como la repeticion de la secuencia RRWQWR Yy la inclusién del grupo Nal demostraron
una mayor eficacia, especialmente frente a E. coli 301755 y S. aureus 124653.

Estos resultados son concordantes con estudios previos que reportan que la multimeriza-
cién de secuencias bioactivas puede mejorar significativamente la interacciéon con las
membranas bacterianas. aumentando asi la eficacia antimicrobiana (46) (47). Ademas, la
inclusion de residuos no proteicos como Nal ha demostrado incrementar la afinidad hi-
drofébica del péptido, facilitando su insercién en las membranas celulares y favoreciendo
la disrupcion de la bicapa lipidica (48).



11 de 25

Tabla 4. Concentracion minima bactericida ( CMB) en pg/ mL ( uM) para péptidos deri-

vados de LfcinB contra aislados clinicos de E. coli y S. aureus.

Péptido
AC LfcinB (21-25):. | LfcinB(20-25) | »[F]LfcinB (20-30). | »[FILfcinB (20-27). | »[NallLfcinB (20-30).
E. coli 1004 >200(>135) | >200 (203) 200 (60) 100 (36) 100 (30)
E. coli 129797 50 (34) >200 (203) 100(30) 100 (36) 100 (30)
E. coli 301755 100 (67) 200 (203) 200 (60) 100 (36) 200 (59)
S. aureus 124653 | >200 (>135) | >200 (203) 200 (60) 200 (72) 50 (15)
S. aureus 109095 | >200 (>135) | >200 (203) 200 (60) 200 (72) 100 (30)

Nota: Los valores estén en pig/ mL, con la concentracién equivalente en pM entre paréntesis. Los simbolos “>”

indican que el valor esta por encima del limite maximo.
Induccion de resistencia antibacteriana:

Se determiné la CMI inicial y su variacién en nimero de veces y porcentual a lo largo del
proceso de induccién. En particular, se observa que, a los 40 pases, todos los aislados cli-
nicos de E. coli muestran un aumento porcentual significativo en la tolerancia frente a al
menos uno de los péptidos derivados de LfcinB. Por ejemplo, E. coli 1004 incrementd su
resistencia en un 200% frente a LfcinB (20-25), mientras que E. coli 301755 alcanz6 un 300%
frente a 26[F]-LfcinB (20-30),.Los antibidticos convencionales como ciprofloxacina y me-
ropenem presentaron incrementos aiin mas marcados, con variaciones del 2400% y 1500%
respectivamente, lo que pone de manifiesto la rapidez con la que estos microorganismos
pueden desarrollar altos niveles de resistencia frente a compuestos clinicamente utiliza-
dos. Esta comparacion sugiere que, sibien los péptidos derivados de LfcinB no estan exen-
tos de generar presion selectiva, su tendencia a inducir resistencia parece ser mas mode-
rada que la observada con antibioticos tradicionales. Estos resultados resaltan el potencial
de los péptidos como alternativas terapéuticas con un menor riesgo de induccién de re-
sistencia acelerada (Tabla 5).

Tabla 5. Variacion porcentual de los aislados clinicos de E.coli frente a los péptidos anti-
microbianos y antibiéticos.

Microorganismo  Antimicrobianos CMI (i) 10 20 30 40
LfcinB (21-25) .. 17 uM 0% 0% 100% 100%
Lfcin B (20-25) 203 uM 0% 0% 0% 200%
E. coli 1004 )
»[F]-LfcinB (20-30). 30 uM 0% 0% 0% 100%
Ciprofloxacina 0,01 pg/ml 500% 500% 1150% 2400%
LfcinB (21-25) .. 34 uM 0% 0% 0% 0%
Lfcin B (20-25) 203 uM 0% 0% 0% 200%
E. coli 129797 .
=iF]-LfcinB (20-30). 30 uM 0% 0% 0% 0%
Ciprofloxacina 0,01 pg/ml 500% 500% 1150% 2400%
LfcinB (21-25) .. 34 uM 0% 0% 0% 0%
E. coli 301755 Lfcin B (20-25) 203 pM 0% 0% 100% 100%
»[F]-LfcinB (20-30). 15 uM 0% 0% 0% 0%
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80

Meropenem 0,25 pg/mi 0% 100% 300% 1500%

Nota: CMI (i) indica la concentracién minima inhibidora inicial

En E. coli 1004, el péptido LfcinB (21-25)ra presentd una CMI inicial de 17 pM, la cual se
mantuvo constante hasta los 20 pases y aumento 2 veces su CMI (34 uM) en el pase nu-
mero 30 (Figura 6a). El péptido LfcinB (20-25) mostré una CMI inicial de 203 uM que se
mantuvo estable hasta los 30 pases, pero en el pase 40 aumento6 3 veces su concentracion
(609 uM) (figura 6b). En E. coli 129797, el péptido LfcinB (21-25)pa mantuvo su CMI ini-
cial de 34 uM sin cambios y se obtuvieron los mismos resultados que en E. coli 1004 frente
al péptido LfcinB (20-25) (Figura 6c).

Para E. coli 301755, el péptido LfcinB (21-25)ral presentd una CMI constante de 34 pM. El
péptido LfcinB (20-25) tuvo una CMI inicial de 203 uM que se mantuvo estable hasta los
40 pases donde se duplico su valor (406 uM) (Figura 6d). Para el péptido 2[F]LfcinB (20-
30)2ninguno de los aislados clinicos presento cambios en la CML

800
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704 @) LfcinB (21-25)p, 700 4 (®) E.coli 1004
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604 600 -
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=
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E = 400 4
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Figura 6: Evaluacion de la induccion de resistencia frente a los péptidos antimicrobianos

en aislados clinicos de E. coli, (a) E. coli 1004 con Lfcin B (21-25)ra, (b) E. coli 1004 con LfcinB
(20-25), (c) E. coli 129797 con Lfcin B (20-25), (d) E. coli 301755 con Lfcin B (20-25). Nota:
Linea roja demuestra la CMI inicial (CMI (i)) de las bacterias.

En cuanto a los antibidticos evaluados, la ciprofloxacina presenté una CMI inicial de
0,01ug/mL en E. coli 1004 aumentando 30 (0,3 pg/mL) veces su valor inicial, para E. coli
129797 se obtuvo el mismo resultado. Consecutivamente en E. coli 301755 el meropenem
tuvo una CMI inicial de 0,25 ug/mL, y aumentd 16 (4 ug/mL) veces su valor inicial (figura
7).
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Figura 7: Evaluacion de la induccién de resistencia a antibidticos: ciprofloxacina y Me-
ropenem, en aislados clinicos. Nota: Linea punteada verde E. coli 129797 y Linea punteada
roja en E. coli 1004, ambas evaluaciones de la induccién de resistencia en ciprofloxacina.
Linea continua E. coli 301755 evaluacién del Meropenem.

En los aislados clinicos de S. aureus, no se observaron cambios en la CMI de los péptidos
ni de los antibidticos evaluados durante 30 pases consecutivos (Tabla 8).

Tabla 8. Variacion porcentual de los aislados clinicos de S. aureus frente a los péptidos
antimicrobianos y antibidticos.

Microorganismo Antimicrobianos CMI (i) 10 20 30
LfcinB (21-25) . 135 pM 0% 0% 0%

S. aureus 109095 =[F]-LfcinB (20-30), 60uUM 0% 0% 0%
Vancomicina 1pyg/ml 0% 0% 0%
LfcinB (21-25) r 135 yM 0% 0% 0%

S. aureus 124653 =F]-LfcinB (20-30), 60 UM 0% 0% 0%
Vancomicina 1lpyg/ml 0% 0% 0%

Nota: CMI (i) indica la concentracién minima inhibidora inicial

Estabilidad de la resistencia

Se tomaron las cepas que tuvieron incremento significativo en la CML: (i) E. coli 1004 re-
sistente (R) a LfcinB (21-25)pa;, LfcinB (20-25) y Ciprofloxacina. (ii) E. coli 301755 Lfcin B
(20-25) y meropenem.

Se obtuvo al menos el doble de la CMI inicial tras el proceso de induccién. Posteriormente,
se procedio a realizar cinco pases diarios en caldo CMH sin la presencia del péptido, con
el fin de evaluar si la resistencia adquirida se mantenia en ausencia de presion selectiva.
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Los valores de CMI al final de este periodo indicaron que algunos aislamientos
conservaron el fenotipo resistente. Especificamente, frente a los peptidos Lficin B (20-25)
el cual disminuyé la CMI de 609uM a 508 uM y el peptido LficnB (21-15)pa1 el cual mantuvo
la CMI en 34 pM después de los pases en CMH (Figura 9a). La bacteria 301755 mantuvo
la CMI adquirida (406 pM) para el peptido LfcinB (20-25). (Figura 9b), Para los antibioticos
las bacterias mantuvieron la CMI después de la induccién (Figura 9c).

Estos hallazgos permiten diferenciar entre una respuesta transitoria a la presion
antibacteriana y una resistencia establecida, siendo un aspecto crucial en la evaluacién del
potencial terapéutico y la seguridad del uso prolongado de péptidos antimicrobianos.
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LficinB (20-25) E.coli 301755
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Figura 9. Estabilidad de la resistencia antimicrobiana. (a) E. coli 1004 resistente a LfcinB (21-25)uy
LfcinB (20-25), (b) E. coli 301755 resistente a LfcinB (20-25), (c) E. coli 1004 con aumento en la CMI para ciproflo-

xacina y E. coli 301755 resistente a vancomicina.

Este comportamiento refleja una posible resistencia al estrés, entendida como la capacidad
del microorganismo de mantener el fenotipo resistente aun en ausencia del factor de pre-
sion (49). Aquellos aislamientos que tuvieron disminucién CMI indicaron una pérdida del
fenotipo resistente, evidenciando una respuesta transitoria y no adaptativa al péptido.

Resistencia cruzada

Las cepas resistentes se enfrentaron a otros péptidos relacionados, asi como a antibioticos
convencionales como ciprofloxacina y meropenem, para evaluar patrones de resistencia
cruzada fenotipica.
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La cepa E. coli 1004 R-LfcinB (20-25), no solo elevé su CMI especifica (609uM), sino que
también mostré resistencia cruzada hacia el péptido LfcinB (21-20)ra, cuyo valor CMI se
duplic6 de 17 a 34 uM (Figura 10a). Esto sugiere que la similitud estructural en el motivo
RWQWR compartido entre los péptidos facilita un escape adaptativo comun, pero no se
asocia con resistencia a antibidticos como ciprofloxacina.

Del mismo modo, se detecto resistencia cruzada hacia 26[F]-LfcinB (20-30)2, que contiene
el mismo motivo en un disefio mas largo y presentado como dimero. Sin embargo, no se
observa resistencia cruzada frente al dimero %[F]-LfcinB (20-27), lo que sugiere que su
estructura especifica podria superar los mecanismos adquiridos por la bacteria frente al
péptido LfcinB (20-25).

La cepa E. coli 1004 R-LfcinB (21-25) ra si desarrollo resistencia cruzada al péptido LfcinB
(20-25), incrementando su CMI 5 veces (1015 uM). Sin embargo, no desarrolld resistencia
a ciprofloxacina (Figura 10b).

La ciprofloxacina en los aislados clinicos se mantuvo eficaz (CMI 0,01 pg/mL), confir-
mando que los mecanismos de resistencia generados por estos péptidos no afectan la sen-
sibilidad a los antibidticos convencionales, asi como E.coli 301755 frente al meropenem
(Figura 10c).

La cepa E. coli 1004 con aumento en la CMI para ciprofloxacina no mostré cambios en la
CMI frente a los péptidos antimicrobianos comparada con la cepa salvaje (Figura 10d).
Esto indica que la resistencia a ciprofloxacina no genera resistencia cruzada hacia ninguno
de los péptidos analizados, lo cual refuerza la hipétesis de que estos péptidos acttian me-
diante mecanismos independientes del blanco molecular de la quinolona, la resistencia a
la ciprofloxacina puede surgir por mutaciones en los genes que codifican para la ADN
girasa y la topoisomerasa IV, disminuyendo la afinidad del antibidtico en el sitio de unién
(50). Este hallazgo respalda el uso de péptidos como alternativas terapéuticas incluso en
bacterias multirresistentes a antibidticos clasicos.

Por otro lado, los péptidos 26[F]-LfcinB (20-30)z y 2¢[F]-LfcinB (20-27)2 no se vieron afecta-
dos, lo cual sugiere que su mayor tamafio o estructura secundaria impide el escape bac-
teriano observado con los péptidos mas cortos.

En la cepa E. coli 301755, productora de BLEE, tanto la induccién con péptido LfcinB (20-
25) como con meropenem no generaron resistencia cruzada hacia demas péptidos (Figura
10e). Ademas, la CMI frente al propio péptido LfcinB (20-25) permanecid sin cambios tras
la induccién con meropenem (Figura 10f). Los mecanismos de resistencia asociados a
BLEE no interfieren con la actividad de estos péptidos antimicrobianos.
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Figura 10. Evaluacion de la resistencia cruzada en aislados clinicos de E. coli frente a los
péptidos LfcinB (20-25), LfcinB (21-25)., LfcinB , =[F]-LfcinB (20-30)., »[F]-LfcinB (20-27),,
»[Nal]-LfcinB (20-30).. (a) E. coli 1004 R-LfcinB (20-25), (b) E. coli 1004 R-CIP, (c) E. coli 301755 R- Lfcin B (20-
25), (d) E. coli 301755 R-MRP, (e) E. coli 1004 R-LfcinB (21-25)r., (f) Evaluacion de la resistencia cruzada a antibio-
ticos, E. coli 1004 R-LfcinB (20-25), E. coli 1004 R-LfcinB (21-25)w, E. coli 301755 R-LfcinB (20-25) Nota: Bacteria

silvestre aquella que no fue inducida a resistencia antimicrobiana, CIP: ciprofloxacina, MRP: Meropenem, R: Re-

sistente.
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Discusion y conclusiones

Los PAM son moléculas efectoras clave del sistema inmune innato presentes en una am-
plia variedad de organismos, caracterizadas por su capacidad para eliminar bacterias,
hongos, virus y células tumorales mediante mecanismos dirigidos principalmente a la
membrana celular microbiana (51) (52). A diferencia de los antibioticos tradicionales, los
PAM como los derivados de la LfcinB, actian rdpidamente, tienen un amplio espectro de
actividad y muestran una menor propensién a generar resistencia (53). En particular, los
péptidos derivados de la region LfcinB (20-30) han demostrado potente actividad antibac-
teriana frente a cepas clinicas resistentes, abriendo nuevas posibilidades terapéuticas
frente a patdégenos multirresistentes (54) (19).

El péptido *[F]LfcinB (20-27), mostrd la mayor actividad inhibitoria contra E. coli , con
CMI de hasta 9 uM en la cepa 301755, y 18 uM en las cepas 1004 y 129797. Este resultado
podria explicarse por la sustitucion de un residuo en la posicidn 26 por fenilalanina, un
aminoacido aromatico hidrofdbico que promueve una mayor interaccién con los compo-
nentes lipidicos de la membrana bacteriana, favoreciendo su desestabilizacién y permea-
bilizacion (55) (56).

El péptido %[Nal]LfcinB (20-30), también exhibi6 actividad antimicrobiana destacada
(CMI de 15-30 uM), sugiriendo que la incorporacion de aminoacidos no naturales como
1-naftilalanina (Nal) puede optimizar las propiedades hidrofébicas y la capacidad de in-
sercion en membranas bacterianas (57). Esta mejora en la actividad refleja el potencial del
disefo racional de péptidos al introducir modificaciones en regiones clave, lo cual ha sido

reportado previamente como una estrategia efectiva para aumentar su potencia y especi-
ficidad (58).

Los resultados de la CMB confirmaron que los péptidos 26[F]LfcinB (20-27), y
26[Nal]LfcinB (20-30), no solo inhiben el crecimiento bacteriano, sino que son capaces de
inducir muerte celular en mas del 99.9% del indculo inicial, con valores de CMB cercanos
o iguales a los de CMI, cumpliendo asi con el criterio de efecto bactericida. (MBC/CMI <
4) (59). En cambio, el péptido LfcinB (20-25), utilizado como control, presento tanto CMI
como CMB de 203 uM o superiores, lo que reafirma que su actividad es limitada frente a
los aislados clinicos analizados.

En el caso de S. aureus , el péptido 2[Nal]LfcinB (20-30), nuevamente fue el mas activo,
con CMI'y CMB de 15-30 uM, lo que indica un comportamiento bactericida. Esta eficacia
contra cocos Gram positivos puede estar relacionada con la mayor proporcion de lipidos
anionicos en sus membranas, facilitando la insercion del péptido (60). Los demas péptidos
con modificaciones también mostraron actividad antimicrobiana, aunque en menor me-
dida. Por el contrario, LfcinB (21-25)rary LfcinB (20-25), sin modificaciones estructurales
relevantes, presentaron CMI y CMB superiores a 135 uM y 203 uM , lo cual indica una
menor afinidad por la membrana y, en consecuencia, menor eficacia antimicrobiana (52).

Se concluye que las modificaciones estructurales en péptidos derivados de LfcinB, parti-
cularmente la incorporacién de residuos aromaticos naturales (fenilalanina) y no natura-
les (Nal), representan una estrategia eficaz para mejorar su actividad antimicrobiana y
bactericida frente a bacterias clinicas resistentes como E. coli y S. aureus . En conjunto, estos
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hallazgos refuerzan el papel de los péptidos antimicrobianos como alternativas viables y
personalizables frente al aumento de la resistencia a los antibidticos convencionales.

La induccién de resistencia mediante pases seriados en presencia de concentraciones
subinhibitorias representa una estrategia clave para evaluar la capacidad de adaptacion
de las bacterias a agentes antimicrobianos, tanto tradicionales como alternativos.

En el casode S. aureus 109095, los tres antimicrobianos evaluados : LfcinB(21-25)Pal, 26[F]-
LfcinB(20-30) y vancomicina , no mostraron incremento en la CMI tras 40 pases, lo cual
sugiere una baja propension de esta cepa a desarrollar resistencia frente a estas moléculas.
Este hallazgo es consistente con la dificultad de S. aureus para generar resistencia estable
a ciertos PAM, especialmente aquellos con estructuras modificadas como los dimeros, que
presentan mayor estabilidad y actividad membranolitica (61) (62). La conservacion de la
susceptibilidad a vancomicina también confirma que no hubo presion selectiva hacia re-
sistencia heterogénea o intermediaria, un fendmeno de creciente preocupacion en entor-
nos clinicos (63).

E. coli mostr6 una respuesta mas variable. La exposiciéon prolongada al péptido control
LfcinB(20-25) generé un aumento de la CMI de 203 uM a 609 pM en las cepas 1004 y
129797, ya 406 pM en 301755. Estos incrementos son indicativos de una adaptacion gra-
dual del patdgeno ante la presion selectiva del péptido. Es probable que este efecto esté
asociado a mecanismos como la modificacion de la carga superficial de la membrana ex-
terna o el aumento de la expresion de bombas de eflujo, procesos ya descritos de bacterias
Gran negativas frente a PAMs (64) (65). En particular, los péptidos cortos y lineales como
LfcinB(20-25) pueden ser mas susceptibles a evadir por adaptaciones locales de la mem-
brana bacteriana, al carecer de la robustez estructural que ofrecen los dimeros.

Por otro lado, la estabilidad observada en el CMI frente a %[F]-LfcinB(20-30)2 a lo largo de
los 40 pases en los tres aislados clinicos de E. coli resalta el potencial de este péptido como
agente antimicrobiano resiliente ante la presion evolutiva. Su estructura dimerizada y la
incorporacién de fenilalanina aromatica en la posicion 26 posiblemente favorecen una in-
teraccion mas fuerte con las membranas bacterianas, reduciendo la posibilidad de escape
adaptativo (51).

Finalmente, la induccion con ciprofloxacina evidencia una clara evolucion hacia resisten-
cia, con aumentos secuenciales del CMI desde 0,01 pug/mL hasta 0,25 ug/mL en los 40 pa-
ses. Este patron es representativo de la presion selectiva caracteristica de los antibidticos
convencionales, donde mutaciones en la diana (gyrA/parC) y la sobreexpresion de bom-
bas de eflujo son responsables del fenotipo resistente (66) (67). En comparacion con los
péptidos antimicrobianos, cuya actividad es frecuentemente multimodal, los antibidticos
como ciprofloxacina presentan una tnica diana molecular, facilitando la aparicion de re-
sistencia por mutacion puntual (68) (69) (70).

Los datos observados refuerzan el potencial de los péptidos derivados de LfcinB como
candidatos antimicrobianos seguros frente a la presion selectiva. La resistencia inducida
fue baja o inexistente en la mayoria de los casos, especialmente en péptidos modificados
como 2[F]LfcinB (20-30), lo cual los posiciona como alternativas terapéuticas de bajo
riesgo evolutivo. A diferencia de antibidticos convencionales que pueden ser vulnerables
a mecanismos especificos de evasion, estos péptidos ejercen una accién fisicoquimica di-
recta sobre la membrana bacteriana, dificultando la emergencia de resistencia (71).Este
perfil favorable concuerda con lo reportado por Hancock et al. (2021), quienes destacan
que los péptidos antimicrobianos pueden considerarse como herramientas clave en la era
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post-antibidtica, al combinar actividad bactericida con un bajo potencial de resistencia
(72).

La evaluacion de resistencia cruzada es un componente esencial para determinar si la ex-
posicién prolongada a un antimicrobiano induce mecanismos de defensa que también
afectan la eficacia de otros compuestos. En este estudio, se examino si E. coli 1004 y 301755,
previamente expuestos a péptidos derivados de LfcinB a antibidticos, presentando cam-
bios en su sensibilidad frente a otros antimicrobianos, incluyendo péptidos monomeéricos,
dimeros y antibioticos convencionales como ciprofloxacina y meropenem

En E. coli 1004, que presentd un aumento en la CMI frente al péptido LfcinB (21-25)ra , se
evalué la CMI frente a otros péptidos. La CMI se mantuvo sin variacién para el dimero
26[F]-LfcinB (20-27), (18 uM), lo que sugiere ausencia de resistencia cruzada hacia esta
variante. Sin embargo, para LfcinB (20-25) se observara un aumento significativo de la
CMI de 203 pM a 1015 pM, lo que podria indicar una resistencia cruzada especifica rela-
cionada con secuencias mas cortas o menos estructuradas del péptido, aunque esta ten-
dencia no se replica de forma generalizada. La CMI frente a ciprofloxacina (0.01 pg/mL)
no presentd cambios , descartando un fenémeno de resistencia cruzada entre péptidos y
antibidticos de tipo fluoroquinolona.

En el caso de E. coli 1004 expuesta a LfcinB (20-25) , se observara un aumento moderado
en la CMI del dimero #IF]-LfcinB (20-30), (de 30 uM a 60 pM), mientras que el dimero
26[F]-LfcinB (20-27), y ciprofloxacina no muestran alteraciones en la susceptibilidad. Esto
refuerza que los mecanismos de adaptacion generados por exposicién prolongada a un
péptido especifico no necesariamente comprometen la eficacia de variantes estructural-
mente modificadas , especialmente si estas tienen una mayor estabilidad conformacional,
como los dimeros, que tienden a resistir la degradacion proteolitica y mantener mejor su
bioactividad (73) (74).

La cepa E. coli inducida con ciprofloxacina no presento variacion en la CMI frente a nin-
guno de los péptidos probados, lo que indica que los mecanismos de resistencia inducidos
por fluoroquinolonas (eg, mutaciones en girasas, bombas de eflujo) no afectan la actividad
de los péptidos derivados de LfcinB. Este hallazgo es consistente con informes que mues-
tran que los péptidos antimicrobianos tienden a interactuar directamente con la mem-
brana bacteriana, un blanco distinto y no compartido con la mayoria de los antibidticos
convencionales , reduciendo asi el riesgo de resistencia cruzada (52) (75).

Por otro lado, E. coli 301755 resistente al péptido 26[F]-LfcinB (20-30), no mostré cambios
en la susceptibilidad frente a otros péptidos ni a meropenem. Ademas, E. coli 301755 con
resistencia inducida a meropenem mantuvo CMI estable frente a todos los péptidos pro-
bados. Esto respalda la hipdtesis de que los péptidos antimicrobianos derivados de LfcinB
no comparten mecanismos de accion ni vias de resistencia con los carbapenémicos, lo que
resulta clinicamente prometedor ante la creciente resistencia a antibidticos de amplio es-
pectro (76).

Los resultados obtenidos indican que, tras la interrupcion de la presion selectiva durante
cinco pases en caldo sin antimicrobianos, los perfiles de resistencia en los aislados clinicos
de E. coli se mantuvieron estables frente a la mayoria de los péptidos y antibioticos eva-
luados. Este hallazgo tiene implicaciones relevantes tanto para la comprension de los me-
canismos de resistencia como para el disefio de estrategias terapéuticas.
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Estos resultados sugieren que la presion selectiva con péptidos antimicrobianos puede
inducir modificaciones fenotipicas o genotipicas estables . Estos pueden incluir cambios
en la composicién de membrana externa, activacion sostenida de sistemas de respuesta a
estrés como PhoPQ o PmrAB (51) (77).

Las cepas expuestas a ciprofloxacina (1004) y meropenem (301755) mantuvieron su CMI
maéxima alcanzada (0.25 y 4 pg/mL respectivamente) tras 5 pases en caldo sin el farmaco,
lo que concuerda con lo observado en estudios previos donde la exposicion prolongada a
quinolonas o carbapenémicos puede inducir resistencia genética irreversible , mediada
por mutaciones en gyrA/parC o expresién de o expresion de [3-lactamasas tipo carbape-
nemasa (78) (79).

A diferencia de los antibidticos, los péptidos derivados de LfcinB parecen inducir resis-
tencia menos estable , lo que indica que su mecanismo de accién (principalmente disrup-
cién de membrana y translocacién no especifica ) puede provocar respuestas adaptativas
transitorias o parcialmente reversibles , como alteraciones en carga superficial, regulaciéon
de bombas de eflujo o modificacién de LPS (80) (81) (82) (83).

Este comportamiento es positivo desde el punto de vista clinico, ya que sugiere que los
péptidos antimicrobianos pueden ejercer presion sin generar resistencia estable o irrever-
sible, lo que los convierte en candidatos mas seguros a largo plazo en el contexto del con-
trol de infecciones resistentes.
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	1. Introdución
	El descubrimiento y uso de los antibióticos revolucionó la medicina moderna; sin embargo, su uso indiscriminado ha favorecido la aparición de bacterias multirresistentes (1). Staphylococcus aureus mostró resistencia a la penicilina en 1942, lo que lle...
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	Escherichia coli es una bacteria Gram negativa de la familia Enterobacteriaceae, perteneciente al microbiota intestinal de humanos y animales. Su diversidad genómica le permite actuar como comensal o convertirse en un patógeno oportunista, causando in...
	A nivel clínico, E. coli y S. aureus son patógenos de alta relevancia en Colombia. Entre 2018 y 2021, según un estudio multicéntrico realizado en 12 ciudades del país, E. coli fue el principal agente en infecciones urinarias (56 %) y en sangre (22 %),...
	La resistencia a antibióticos en Staphylococcus aureus , particularmente en cepas resistentes a meticilina (SARM), se ha asociado con una mayor mortalidad en casos de bacteriemia. Según Cheung et al. (15), en un estudio que incluyó a más de 3.000 paci...
	Los péptidos derivados de LfcinB han demostrado una potente actividad contra bacterias sensibles y resistentes (19) (20) (21). Un estudio evaluó tres péptidos con el motivo RRWQWR, variando en estructura y número de copias, mostrando una mayor eficaci...
	Se ha documentado resistencia bacteriana a péptidos antimicrobianos (PAMs) como a nisina, pexiganan y colistina, incluyendo casos de resistencia cruzada, donde la exposición a un PAM puede generar resistencia a otros incluso con mecanismos diferentes...
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	Los péptidos derivados de LfcinB (20-30) (RRWQWRMKKLG) contienen residuos catiónicos como arginina (Arg) y lisina (Lys) esenciales para su interacción componentes cargados negativamente de la pared celular. Adicionalmente, contiene residuos hidrofóbic...
	La secuencia LfcinB (20–25): (RRWQWR) corresponde a un fragmento de seis aminoácidos considerado el núcleo activo mínimo de la lactoferricina bovina, con propiedades antimicrobianas atribuibles a su riqueza en residuos catiónicos y aromáticos, como ar...
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	En ambientes no prístinos, los microorganismos pueden desarrollar o adquirir resistencia antimicrobiana en respuesta a condiciones adversas persistentes o intermitentes. La exposición subletal y prolongada a péptidos antimicrobianos genera estrés ambi...
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	Debido al desafío que representa la resistencia bacteriana a los antibióticos y la necesidad de nuevas estrategias terapéuticas, este estudio busca evaluar la resistencia bacteriana inducida por péptidos antimicrobianos derivados de LfcinB en aislados...
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	E. coli mostró una respuesta más variable. La exposición prolongada al péptido control LfcinB(20–25) generó un aumento de la CMI de 203 μM a 609 μM en las cepas 1004 y 129797, ya 406 μM en 301755. Estos incrementos son indicativos de una adaptación gr...
	Por otro lado, la estabilidad observada en el CMI frente a 26[F]-LfcinB(20–30)2 a lo largo de los 40 pases en los tres aislados clínicos de E. coli resalta el potencial de este péptido como agente antimicrobiano resiliente ante la presión evolutiva. S...
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	La evaluación de resistencia cruzada es un componente esencial para determinar si la exposición prolongada a un antimicrobiano induce mecanismos de defensa que también afectan la eficacia de otros compuestos. En este estudio, se examinó si E. coli 100...
	En E. coli 1004, que presentó un aumento en la CMI frente al péptido LfcinB (21–25)Pal , se evaluó la CMI frente a otros péptidos. La CMI se mantuvo sin variación para el dímero 26[F]-LfcinB (20–27)₂ (18 μM), lo que sugiere ausencia de resistencia cru...
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	La cepa E. coli inducida con ciprofloxacina no presentó variación en la CMI frente a ninguno de los péptidos probados, lo que indica que los mecanismos de resistencia inducidos por fluoroquinolonas (eg, mutaciones en girasas, bombas de eflujo) no afec...
	Por otro lado, E. coli 301755 resistente al péptido 26[F]-LfcinB (20–30)₂ no mostró cambios en la susceptibilidad frente a otros péptidos ni a meropenem. Además, E. coli 301755 con resistencia inducida a meropenem mantuvo CMI estable frente a todos lo...
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