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S. aureus, S. epidermidis,
E. coli, P. aeruginosa,
adhesion biomateriales,
>60% son causadas por biopeliculas
|/
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Resistencia a tratamientos convencionales
Clasificacion de la OMS
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productos de lisis celular
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ETAPAS DE LA FORMACION DE LA
BIOPELICULA

Staphylococcus: Staphylococcus: Exoplisacaridos, PIA, Erosién, migracién
MSCRAMMS :clf A, Fbe, Atl co-agreacion o co-ahdesidén Proteina Staphylococcus: sistema agr
Aap, 'Embp (proteina unidn a la E. coli : Mecanismos reguladores: RpoS,
Gram negativas : Fimbrias 1-IV matriz extracelular), Bap/Bhp CRP, CreC y CsrA.
Hidrofobinas o adhesinas tipo E. coli: Ag 43, PGA o . G
lectina P. aeruginosa: Alginato,Psl, eDNA P. aeruginosa: Sistema Rhl




Vd

PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS
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OBJETIVO GENERAL

Analizar la actividad inhibitoria de Ila
biopelicula en cepas de Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis,
Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa

por parte de los peptidos AC-LL 37-1 y D-LL
37-1.



OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar cual es la eficiencia de cada uno de los péptidos
antimicrobianos sobre las cepas de aislamiento clinico y
sobre las cepas ATCC a traves de la observacion de las
curvas de crecimiento

Evaluar el posible potencial inhibitorio los péptidos AC-LL
37-1 y D-LL 37-1 en cepas de S. aureus, S. epidermidis
formadoras de biopelicula por espectrofotometria.

Determinar cual es el efecto de los péptidos antimicrobianos
AC-LL 37-1y D-LL 37-1 sobre cepas de E. coliy P. aeruginosa
formadoras de biopelicula mediante espectrofotometria.



[ Metodologia J

Se analizaron 40 aislamientos clinicos y cepas

ATCC 27853 P. aeruginosa, ATCC 35218 E.coli,

USA 300 S. aureus, ATCC 35984 S.epidermidis
y ATCC 12228 S.epidermidis

Curvas de Crecimien % Tasa de Inhibicid Microplaca
| J 4

Cada ensayo se .
Escala Mcfarland 0,5 realiz6 por 2 uL suspension

triplicado bacteriana escala 0,5
Mcfarland, 198 uL caldo
LB suplementado con
glucosaal 1%
Fase log tardia Péptido concentracién

final : 5uM

suspensiéon de UFC en 5 ml de
caldo BHI

confirmada por
espectrofotdmetro a 620 nm ,

Incubacion 6-12h
Bioscrenn C Fijacion

— | Lecturas 600 nm cada hora por |
48 h a 37 °C agitacion constante

Revelado con CV
lectura570y 492nm

D.O faselogtardia cepa — D.O fase logtardia cepa peptido * 100

D.O faselogtardia cepa
-]
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Gram positivas

ATCC USA 300 S. aureus D-LL37-1 ATCC USA 300 S. aureus AC-LL37-1
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ATCC 35984 S. epidermidis D-LL37-1 ATCC 35984 S. epidermidis AC-LL37-1
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Tendencia de inhibicidon
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Gram negativas

ATCC 35218 E. coli AC-LL37-1 ATCC 35218 E. coli D-LL37-1
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P. aeruginosa ATCC 27853 D-LL37-1 P. aeruginosa ATCC 27853 AC-LL37-1
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FENOMENO DIAUXICO
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Comportamiento de la fase logaritmica tardia en los controles (cepas ATCC)
tratados con los péptidos
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Concentracion del péptido
= Cepas ATCC con prolongacion de la fase logaritmica tardia
Cepas ATCC con acortamiendo de la fase logaritmica tardia




Comportamiento de la fase logaritmica tardia de cepas de aislamiento
clinico en S. aureus
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Comportamiento de la fase logaritmica tardia de cepas de aislamientos clinicos de
S. epidermidis
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Comportamiento de la fase logaritmica tardia de cepas de aislamientos
clinicos de E. coli
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Comportamiento de la fase logaritmica tardia de cepas de aislamientos
clinicos de P. aeruginosa
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Prolongacion

5uM

S .aureus Prolongacion Acortamiento
: £ - : £ 5uM
S. epidermidis Prolongacion Acortamiento Prolongacion
: Prolongacion y prolongat_:lon y , > uM
E. coli ) acortamiento Prolongacion
acortamiento
Prolongaciony |5 uM

P. aeruginosa

Prolongacion

Prolongacion

acortamiento

Péptidos LL-37 Y D-LL37: Prolongacion 46-96% de la cepas AC-LL37 Efecto contrario




Tasas de inhibicidon

Relacion de la accion del péptido LL-37, AC-LL3-17 Y D-LI37-1 a una
concentracion 5 uM en cepas de S. aureus

Inhibicion de la masa celular con concentracion de 5 uM en cepas de S. aureus con los diferentes
péptidos
Rango de inhibicién LL-37 ACLL-37 DLL-37
20 - 27.6% 13.3% 0% 0%
10- 17.8% 40% 0% 6.7%
Menor al 10% 6.7% 53.3% 60%
Cepas gue no presentan 40% 46,7% 33.3%
inhibicion
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Deficiencias en la capacidad
del isbmero peptidico para
interactuar eficazmente con la
membrana
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s ™

Nell (2006) confirma que la 4 N
actividad antibiopeliculao

inhibitoriareside en su dominio

C-terminal (51, 66), a la par Joo Susceptibilidad a proteinasas
HS et al (2016), y Li M et al (2007) denominadas metaloproteasas
confirman que la aureolisinay V8

inactivan proteoliticamente el
péptido. \_ J

- .




Relacidon de la accion del péptido LL-37, AC-LL37-1 Y D-LL37-1 auna
concentracion 5 UM en cepas de S. epidermidis

Rangos de inhibicion de la masa celular con concentracién de 5 uyM en cepas de aislamientos
clinicos de S. epidermidis con los diferentes péptidos

Rango de inhibicién LL-37 AC-LL37-1 D-LL37-1
50-87.4% 13.3% 0% 46.7%
40-47.6% 0% 6.7% 26.7%
20-34.4% 13.3% 0% 13,3%

10-18% 0% 6.7% 0%

Menor al 10% 6.7% 26.6% 13.3

Cepas que no Rresentan 66.7 60% 0%
inhibicion




Integracién con el
peptidoglicano, los Resistencia a la

acidos teicoicos y accion enzimatica
lipoteicoicos

Hochbaum y col. 2011 D a.a
previenen la localizacion de
proteinas, no permitiendo la
unién celular, y asi evitar
formar agregados celulares
gue conformen la
biopelicula




Relacion de la accion del péptido LL-37, AC-LL37-1 Y D-LL37-1 auna
concentraciéon de 5 UM en cepas de E. coli

Inhibicion de la masa celular con concentraciéon de 5 uM en cepas de aislamientos clinicos de E.coli
con los diferentes péptidos
Rango de inhibicién LL-37 AC-LL37-1 D-LL37-1
64.3- 100% 100% 0% 0%
20-41.2% 0% 0% 50%
0- 10% 0% 0% 50%
Cepas ?:Eigi(;i%rnesentan 0% 0%

Relacién de la accion del péptido LL-37, AC-LL37-1 Y D-LL37-1 auna
concentraciéon de 5 yM en cepas de P. aeruginosa

Rangos de inhibicion de la masa celular con concentraciéon de 5 uM en cepas de aislamientos clinicos
de
P. aeruginosa con los diferentes péptidos
Rango de inhibicion LL-37 AC-LL37-1 D-LL37-1
49.8- 79.4% 25% 12.5% 12.5%
40-45% 25% 0% 12.5%
20-39 % 0% 25% 37.5%
0- 19% 50% 62.5% 37.5%
Cepas que no Rresentan 0% 0% 0%
inhibicion




» Elastasa

» Overhage et al (2008)
inhibir formacion de

biopelicula
* Duplainter (2013) en el
Gram cual demostré in vivo que
negativas la modificacion del

péptido LL-37 a su
configuracion D

* Dean et al (2011) la
catelicidina humana‘LL-37
inhibe




MICROPLACA

Inhibicidn de las cepas Gram negativas alas 6 y 12 horas con el péptido LL-37 a

concentracion de 5 yM

Rango de inhibicién

Porcentaje global de

Porcentaje alas 6

muestra alas 12 horas horas

Mayor al 50% 30% 0%
Entre 20-49% 30% 20%
Menor al 20% 10% 40%

No inhibicion del péptido 30% 40%

Inhibicién de cepas Gram positivas alas 12 horas con el péptido LL-37, AC-LL37-1y

D-LL37-1 a concentracién de 5 pM.

o, L Péptido AC Péptido D LL
Rango de inhibicién en 12 h Péptido LL 37 LL37 37
50-75% 9,1% 18,2% 9,1%
20-45,5% 18,2% 27,2% 18,2%
0-18% 0% 18,2% 54,5%
No inhibicién 72,7% 26,6% 18,2%
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Método
cuantitativo,
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Adhesion sobre
un substrato y
% de inhibicién
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Nell (2006) acetilacion péptido
estabilidad
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Menor adhesion
a, dada por
defectos
geneticos,
mutaciones en
la capacidad de

formar
/

biopeliculas

Péptidos destacados: LL-37 y D-
LL37 dependiendo de M.O



CONCLUSIONES

La generacion de péptidos analogos permite el mejoramiento estructural de los mismos,
buscando encontrar en la secuencia de estos una mayor capacidad antibiopelicula 'y
potencial inhibitorio como se evidencié con el péptido D-LL37-1 versus el péptido nativo
LL-37.

Se observaron respuestas variables frente al tratamiento con cada una de las diferentes
concentraciones de los péptidos, con lo cual se encontré que los péptidos analizados
presentan un comportamiento muy heterogéneo frente a cada aislamiento clinico
independientemente de si las cepas pertenecen al mismo género bacteriano como lo fue
para las cepas de Staphylococcus.

El péptido D-LL37-1 fue el péptido de mayor eficiencia frente al péptido AC-LL37-1 ya que
presento actividad inhibitoria en S. epidermidis, E. coli, P.aeruginosa a concentracion de 5
MM mientras que el péptido en su forma acetilada AC-LL37-1, mostro poca o nula
actividad frente todas las cepas, dandose a evidenciar dicha actividad a través de las
curvas de crecimiento.




Recomendaciones

Los péptidos en estudio pueden utilizarse como moléculas con un principio
activo para el tratamiento de diferentes infecciones resistentes al
tratamiento convencional debidas a la formacion de biopeliculas, por lo cual

se sugiere que se realicen ensayos in vivo.
v}ﬁ

Aumentar el numero de aislamientos clinicos para garantizar el posible uso
terapéutico de los péptidos en estudio anteriormente mencionados.

&ﬁ
Es importante que en posteriores ensayos que se realicen con estos

péptidos se determine el efecto que ejercen estos sobre las bacterias, es
decir si estan dirigidos contra la pared bacteriana u otras estructuras ya que

esto permite dilucidar mas sobre el blanco al que se podrian dirigir.
-

Realizar ensayos complementarios en los cuales se evalué en un modelo in
vivo que permitan evidenciar los posibles efectos adversos que podrian
generar en los humanos.

-
Se recomienda realizar los ensayos de antibiopelicula con cristal violeta con
las demas concentraciones (2.5, 1,25y 0,62 uM) para determinar si hay

algun tipo de variacién en la actividad, ademas de tomar para posteriores
investigaciones cepas que realicen una formacién de biopelicula de manera
fuerte para garantizar la efectividad del péptido.
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