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RESUMEN

A nivel clinico, la generacion de resistencia a través de diferentes estrategias
por parte de los microorganismos patégenos es de gran importancia en salud
publica, ya que genera menores opciones de tratamiento, mayores tasas de
morbimortalidad, y aumento de costos a nivel salud. Dentro de los mecanismos
de resistencia que generan patbégenos como S. aureus, S. epidermidis, P.
aeruginosa y E. coli esta la generacion de biopelicula, que lleva a que todos
sus factores de virulencia actien con mayor capacidad, posean mejor
adhesién y colonizacién a superficies y generen de resistencia al tratamiento
convencional con antibiticos. En efecto, hoy en dia se busca implementar el
uso de péptidos antimicrobianos (PAMs) ya que estos son parte de un
mecanismo modulador de la inmunidad innata, y uno de estos péptidos es el
péptido humano LL-37 del tipo Catelicidina y sus derivados isoméricos, que
poseen gran capacidad para inhibir el crecimiento de microrganismos

productores de enfermedades de dificil tratamiento, ya que estos presentan
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gran resistencia a los antibioticos al generar diferentes mecanismos de
defensa y resistencia a la accién de los antimicrobianos a través de la
expresion de distintas  proteinas. Los péptidos presentan diferentes
alternativas de accion contra los patdgenos, una de las mas importantes es la

citotoxicidad mediante la formacion de poros en la membrana.

Es por ello que se evaluo la capacidad de inhibicion de biopelicula por parte
del péptido LL-37 en sus formas acetilada y enantiomero D ya que hoy en dia
los péptidos antimicrobianos se han convertido en una medida eficaz ante la

resistencia a los antibioticos.

PALABRAS CLAVE: S. aureus, S. epidermidis, E. coli, P. aeruginosa,

biopelicula, Péptidos antimicrobianos, curvas de crecimiento.

Estudiantes: Edith Yunary Acosta Urrego, Wendy Gineth Martinez Lugo
Docente: Liliana Constanza Mufioz Molina
Fecha: mayo 2018

Institucién: Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca
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INTRODUCCION

Algunas especies del género Staphylococcus, y microorganismos como E. coli
y P. aeruginosa poseen propiedades, caracteristicas y factores de virulencia
que les permiten adherirse a superficies 0 materiales biomédicos creando una
matriz de exopolisacaridos, formando asi la biopelicula y generando
resistencia a la penetracion de los antibiéticos (1,2). Es por ello que el 27 de
febrero de 2017 la OMS realiz6 un reporte en cual se publico una lista de
bacterias que presentan resistencia mundial a antibiéticos, presente en el
siguiente link: http://www.who.int/mediacentre/news/releases/2017/bacteria-
antibiotics-needed/es/, con lo cual se determind que se necesitaban nuevos
medicamentos para tratar las infecciones que causan dichos patdégenos,
puesto que ‘tienen la capacidad innata de encontrar nuevas formas de resistir
a los tratamientos y pueden transmitir material genético que permite a otras
bacterias hacerse farmacorresistentes’ (3).

Por tanto, la OMS efectué una clasificacion en 3 categorias de estos
microorganismos: prioridad critica, alta o media. Dentro de la categoria de
prioridad critica se encuentra E. coli y P. aeruginosa puesto que las bacterias
pertenecientes a esta categoria son capaces de producir infecciones letales; y
dentro de las categorias de prioridad alta y media se contienen otras bacterias
que exhiben una farmacorresistencia creciente, siendo de prioridad alta S.
aureus (3).

De igual manera los microorganismos utilizan diferentes mecanismos de
resistencia, dentro de los mas importantes esta la generacién de biopeliculas,
una de las principales caracteristicas de la biopelicula que permiten el
desarrollo de infecciones de importancia a nivel médico, sobre todo infecciones
cronicas que no pueden ser tratadas como generalmente se haria por la misma
resistencia que se genera y sobre todo cuando hay presencia de cuerpos
biomédicos, ya que la biopelicula tiene la capacidad de adherirse y persistir

sobre los mismos, asi las bacterias van a estar protegidas de moléculas del
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sistema inmune, como los anticuerpos, procesos como fagocitosis y
penetracion de antibioticos (4—6).

Por lo anterior, la resistencia a antibiéticos ha generado un gran problema en
salud publica es por ello que constantemente se buscan soluciones y nuevas
maneras de controlar la resistencia a antibioticos y asi mismo se han estudiado
durante los dultimos 25 afios alternativas como lo son los péptidos
antimicrobianos, puesto que estos tienen diversos mecanismos de accion
ideales para enfrentar las infecciones.

Los péptidos antimicrobianos se definen como componentes efectores del
sistema inmune innato, de seres vivos como los procariotas, insectos, plantas
y el ser humano, los cuales son generados por diferentes células y en ellas
cumplen diferentes funciones, como actuar frente a los diversos patégenos
gue causan infecciones, ademas de participar en la angiogénesis y
cicatrizacion, paralelamente dan a conocer que generalmente estos péptidos
estan constituidos por aproximadamente 200 aminoacidos, y que su uso se
puede hacer mediante la combinacion de péptidos u otras sustancias
antimicrobianas, manejandolos en su estructura original o modificAndolos (6—
9).

De tal manera y evidenciando la necesidad de nuevas alternativas de terapia
farmacoldgica frente a dicha resistencia los péptidos antimicrobianos se
reconocen como una solucion ante esta problemética en salud publica (10).

Por lo tanto, el objetivo general del presente trabajo es analizar la actividad
inhibitoria de la biopelicula en cepas de Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa por
parte de los péptidos AC-LL37-1y D-LL37-1

Los objetivos especificos son: Evaluar el posible potencial inhibitorio que los
péptidos AC-LL 37-1y D-LL 37-1 tienen en cepas de Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis formadoras de biopelicula por espectrofotometria;

determinar cual es el efecto de los péptidos antimicrobianos AC-LL37-1 y D-

16



LL 7-1 sobre cepas de E. coli y P. aeruginosa formadoras de biopelicula
mediante espectrofotometria y comparar cual es la eficiencia de cada uno de
los péptidos antimicrobianos sobre las cepas de aislamiento clinico y sobre las
cepas ATCC a través de la observacion de las curvas de crecimiento.
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1. ANTECEDENTES

Desde hace ya muchos afos, se ha venido reportando a través de diferentes
estudios la adquisicion de resistencia de los diferentes microorganismos hacia
los antibidticos, por ello el uso de péptidos como antibiéticos es una buena
alternativa a este problema (11). Lo anterior se evidencia a través de estudios
como el de L. Montanaro et al. en 2011 quien analizé 1.027 muestras obtenidas
en el periodo 2000 a 2003 de 699 pacientes con infeccion asociada a material
ortopédico, encontrando que el género Staphylococcus presenta gran
prevalencia en infecciones asociadas a implantes con un 78,1% (infecciones
asociadas a protesis de rodilla y cadera, sistemas de fijacion de huesos
fracturados externos e internos, materiales para las reconstrucciones de
tendones y ligamentos y otros materiales de implante ortopédicos) (12).
Staphylococcus epidermidis se asocia a infecciones en implantes ortopédicos,
ya que posee gran capacidad de adhesion y formacién de biopelicula,
favorecida por la adicion de carbohidratos causando de igual manera
resistencia y dificultad en el tratamiento (12,13).

En el afio de 1990 ya se conocia sobre los péptidos antimicrobianos cationicos,
los cuales poseen una gran capacidad antimicrobiana in vitro; durante el
estudio realizado por Bruce L. et al (1990), se determin6 que las defensinas,
pueden tener acceso a la membrana y generar dafio en ella,
independientemente de si eran bacterias Gram negativas o Gram positivas,
virus, hongos, o células tumorales (8,14). En el transcurso del mismo afio D
Wade et al (1990), realiz6 la sintesis de 3 enantiomeros D a partir de
antibioticos naturales: cecropina A, magainina 2 amida y melitina, buscando
encontrar la mejor eficiencia de cada péptido y la susceptibilidad de los
microorganismos a estos, la cecropina en su forma de enantiomero L evidencio
la facil protedlisis por tripsina, y en cambio la forma enantiomero D mostro

mayor resistencia a la accion enzimatica, ademas reportdé que diferentes
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péptidos tienen la capacidad de formar canales idnicos sobre los lipidos de las

membranas.

Al enfrentar estos péptidos con bacterias Gram positivas y con bacterias Gram
negativas, encontraron que la sensibilidad a dichos péptidos varia de acuerdo
a la concentracion, y se evidencié que la melitina fue el péptido de mejor accion
en Dbacterias Gram positivas pero es de gran toxicidad (15).
Pocos afios después, en 1998 los autores Marc HV, Van Regenmortel et al,
refieren que las proteinas sintetizadas naturalmente son de la forma isomérica
L (levégiro) y que por tanto, las formas de union de estas proteinas
reconoceran unicamente la forma L de las moléculas a las cuales se van a
unir, por lo cual sugieren que los péptidos en forma D sintetizados con
sustitucion en la posicion de algunos aminoacidos del péptido-L son
adecuados para su uso puesto que resisten a la protedlisis, debido a la baja
inmunogenicidad que presentan, modulando asi la respuesta inmune y que

por tanto pueden usarse en la elaboracion de vacunas (16).

Durante el estudio realizado por Gomez EC (2012) se mantiene de igual
manera que los péptidos antimicrobianos son producidos por diversos
organismos, los animales producen cerca del 71.3% de los PAMs
conocidos, seguido por las plantas con un 14.2%; los PAMs se reconocieron
como moléculas antimicrobianas solo hasta la década de los 80°s (17), de
acuerdo a la literatura los péptidos que se evaluaron y presentaron actividad
antimicrobiana por primera vez fueron las maganinas, péptidos derivados
de anfibios y con lo cual en adelante se empezaron a realizar estudios
posteriores que reflejaron la importancia de los mismos a través de los afios.
El autor refiere que con los estudios que se han realizado en América Latina
frente a la problematica que se presenta por la resistencia a los antibioticos,
se evidencia que Colombia es uno de los paises que presenta una alta
incidencia de brotes por infeccion debidos a bacterias que presentan

resistencia a antibidticos, generando con el paso del tiempo problemas en
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salud publica. Dentro de los casos mas importantes dados por resistencia
bacteriana, se encuentran aislamientos clinicos de Staphylococcus aureus
(17). También da a conocer que los PAMs son una buena alternativa al
presentar ventajas ya que derivan de la respuesta inmune en diferentes
seres Vvivos, son inespecificos por lo cual es mas dificil que los
microorganismos puedan crear resistencia frente a ellos, pueden
sintetizarse quimicamente como lo referenciaron los primeros autores en los
afos de 1990, ademas se pueden crear péptidos analogos a los existentes
en la naturaleza; péptidos como P26D y P1D permeabilizan de manera mas
rapida la membrana de bacterias Gram positivas. Asi mismo, se estudio el
efecto de algunos péptidos enantiomeros de caracter Dextrégiro en lugar de
caracter Levagiro, evaluando la actividad de péptidos analogos al BTM-P1
en los cuales encontraron que S. aureus Resistente a Meticilina (MR)
(ATCC 33591) es sensible a la accion de ciertos péptidos (WP1W, P26D y
P1D) a concentraciones de 2.5 y 5 uM, para el caso de E. coli (ATCC
25922) todos los péptidos usados (R_P1, P26CL, R_ WP1, R_P1W, P1Dy
P26D ), aungue no con la misma capacidad, mostraron un comportamiento
similar usando concentraciones de 5 y 2,5 uM que fueron las mas

significativas (17).

En las investigaciones de Dean (2011) se generd un estudio amplio sobre el

péptido antimicrobiano LL-37 derivado de la Catelicidina, Unico péptido

sintetizado por los seres humanos y con actividad antimicrobiana (18,19). Este

autor logré probar que el péptido LL-37 en su forma de enantibmero D-LL-37

era resistente a la actividad de las proteasas. Se valor6 la actividad

antimicrobiana y antibiopelicula utilizando péptidos sintéticos en P. aeruginosa
ATCC 19429 y ATCC 27853; las cepas fueron incubadas en placas de 96
pocillos junto con concentraciones de 1.0, 0.1 y 0.01 ug/ml cada ensayo se

realizd6 por triplicado para evaluar la actividad antimicrobiana y actividad

antibiopelicula. Los resultados arrojados indican que el péptido D-LL37
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contra P. aeruginosa (ATCC 19429) es efectivo a una concentracion de 0,72
Mg/ml; ademas, los enantiomeros D y L muestran una actividad similar en P.
aeruginosa (ATCC 19429). Los demas péptidos que se estudiaron (ATRA-1y
ATRA-2) de igual modo mostraron actividad antimicrobiana contra el patégeno
en estudio, y para el caso de a la actividad antibiopelicula las formas ‘L 'Y D
del LL-37 son capaces de impedir la formacion de la biopelicula de manera
similar ya que crean espasmos en la motilidad que segun investigaciones
anteriores hacen que la bacteria se mueva a otras areas, pero no cree
biopeliculas y que la generacion de esos espasmos es independiente de la
quiralidad del péptido’'(19) Andlogamente se demostré que las proteasas

bacterianas no lograron degradar a D-LL-37 pero si a L-LL37 (19).

C. de la Fuente Nufiez y demas investigadores en 2014 se encargaron de
estudiar y analizar el péptido 1018 el cual demostro presentar actividad anti-
biopelicula, ya que genera un bloqueo en (p)ppGpp (Nucledtidos Guanosina
tetrafosfato ppGpp y Guanosina pentafosfato ppGpp), sefal intracelular
producida por los microorganismos cuando se encuentran expuestos a estrés
ambiental y es importante para el desarrollo, crecimiento, viabilidad y

formacion de la biopelicula (20,21).

Al mismo tiempo se evidencié que este péptido logra involucrase en la
dispersiéon o eliminacion de la biopelicula y esto va a depender de la
concentracion, ya que a concentraciones muy bajas (0,8 pg/ml), el péptido
aumenta la dispersion de células vivas de biopeliculas existentes; por el
contrario, concentraciones mas altas de péptido (10 ug/ml) no desencadenan
la dispersién de células de la biopelicula en vivo, y la mayoria de las células
mueren (20) y esto puede ocurrir tanto en bacterias Gram positivas como en

Gram negativas.

El ppGpp no puede ser sintetizado por algunas células por lo que se dificulta
la adherencia a superficies como el plastico y formar la biopelicula a diferencia,
de las que lo poseen en donde se incrementa la habilidad de crear las
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biopeliculas. Ademas, se evalud si antibidticos catidonicos como la polimixina
B y tobramicina tienen la habilidad de generar el bloqueo de ppGpp pero se

evidencio que esto solo lo logra el péptido 1018 (6,20,22).

De forma similar los autores Zhao L. y Wuyuan L. (2014) ejecutaron un estudio
en el cual se analizaron las aplicaciones de las proteinas de imagen especular,
y su participacion en la inmunologia y la fabricacion de farmacos, teniendo en
cuenta que los amino&cidos son quirales de acuerdo a la posicion L o D de los
aminoacidos, que tienen propiedades fisicas y quimicas iguales, la quiralidad
de los aminoacidos se ha usado en la sintesis de péptidos; ademas
puntualizan que los péptidos son buenos agentes terapéuticos para el
tratamiento de diferentes patologias. Los autores reportan que los péptidos
mas importantes son del tipo D, puesto que son resistentes a la protedlisis,
menos inmunogeénicos y que por tanto in vivo tiene una capacidad mayor para

circular y ejercer su accion (23).

Durante el estudio realizado por Zhao G. en el afio 2015 se buscé evaluar
los efectos de los péptidos frente al crecimiento y la formacion de biopelicula
asociada a implantes por S. aureus, se evalu6 el péptido Tet 213, cuya
actividad principal es sobre la membrana, mediante estudios in vitro
enfrentaron el péptido a 20 muestras de aislamientos clinicos de S. aureus
de pacientes con infecciones asociadas a implantes, en las que se encontro
que en el 80% de las cepas (16 de 20 cepas) el péptido lograba reducir la
formacién de biopelicula e inhibir el crecimiento de S. aureus de forma in
vitro, aunque el estudio no especifica si de manera in vivo el efecto del
péptido es el mismo, por lo cual sugiere que se deben hacer mas estudios
(24).

En 2016 Yazicl et al. experimentaron con péptidos bifuncionales quiméricos
gue son elaborados con la capacidad de unirse al titanio, que es el material
principal del que estan elaborados la mayoria de los dispositivos que se
implantan; estos péptidos se denominaron TiBP1 (que es rico Arginina y tiene
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una carga cationica) y TiBP2 (rico en Serina con una carga total neutra). El
objetivo de este trabajo fue analizar si estos péptidos presentaban mayor
eficacia contra las bacterias Gram positivas: Streptococcus mutans ATCC
25175 vy Staphylococcus epidermidis ATCC 29886, y Gram negativas:
Escherichia coli ATCC 25922 que son comunes en implantes orales y
ortopédicos, la concentracion minima inhibitoria se determind sucesivamente
de 10 hasta 200 uM por densidad éptica para Streptococcus mutans 'y en el
caso de Staphylococcus epidermidis y Escherichia coli se regul6 desde 10-
25 uMy 50 uM; de acuerdo a esto se logré determinar que las concentraciones
en las que presentaban mayor eficacia para los dos péptidos correspondian a
200 yM para Streptococcus mutans, y de 50y M para Staphylococcus
epidermidis y Escherichia coli; los dos péptidos estudiados logran disminuir
significativamente la adhesion bacteriana y se resalta que el TiBP1 presenta
mayor actividad que el TiBP2, asi mismo evidenciaron que estos péptidos son

mas efectivos en bacterias Gram positivas que en Gram negativas (25).
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2. MARCO REFERENCIAL

2.1 Generalidades

Los Staphylococcus son un género de bacterias coco Gram positivas, Se
encuentran como flora normal de la piel y mucosas en humanos y animales,
pero pueden comportarse como patdogenos oportunistas llegando a ocasionar
infecciones pidgenas (en téjidos), enfermedades respiratorias, e
intoxicaciones alimenticias. Poseen un metabolismo respiratorio aerobio
facultativo, presentan ciertos factores de virulencia como son: lipasas,
proteinasas, b-lactamasas, estafilocinasas, nucleasas, nucleasa termoestable,
coagulasa, hialuronidasa, fosfolipasa C, y catalasa; también producen
diferentes toxinas como los son las hemolisinas (toxina alfa, beta, gamma y
delta), enterotoxinas, leucocidinas entre otras, conjuntamente en su superficie
microbiana posee componentes como: el peptidoglicano, acido teitbico,
proteina A, y proteinas de superficie que son importantes para la interaccion
con el tejido del huésped y su propio metabolismo (1,26-29). Hasta el
momento se conocen mas de 35 especies pertenecientes al Género
Staphylococcus, con aproximadamente 17 subespecies. Dentro de las
especies que mas se destacan se encuentran S. aureus, S. epidermidis y S.
saprophyticus como principales causantes de enfermedades nosocomiales o
intrahospitalarias sobre todo en pacientes con sistema inmune comprometido
actuando como oportunistas, aunque pueden de igual manera afectar a la

comunidad en general (28).

2.1.1 S. aureus

Staphylococcus aureus hace parte de los Staphylococcus coagulasa positiva
y se encuentra como flora normal en superficies epiteliales, posee importantes
factores de virulencia y mecanismos que le permite generar resistencia a
antibidticos. S. aureus es una causa importante de infecciones potencialmente

adquiridas en los centros de salud y es una causa principal de infecciones
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asociadas a biomateriales (24), puede causar infecciones a nivel del torrente
sanguineo, tejido epitelial, endocarditis, infecciones pidégenas y alimentarias
(1,2,12,26,30), poseen la capacidad de adherirse a determinadas superficies
como lo son dispositivos médicos (implantes, catéteres, valvulas, entre otros)
y otro tipo de materiales inertes (5,31). Actualmente hay mas de 10 secuencias
del genoma de S. aureus de diferentes cepas, gracias a estos conocimientos
es que hoy en dia se conoce mejor la patogénesis de estos microorganismos.
Se sabe que muchas cepas de Staphylococcus cuentan con grandes islas de
patogenicidad (SaPls) que van a permitir la codificacidn para diferentes
factores de virulencia, ademas de transposones y bacteriéfagos (1,2,12,26).
Dentro de los factores de virulencia hay aproximadamente 50 genes virulon
implicados que codifican para estas moléculas, dentro de las mas importantes
para S. aureus se encuentran toxinas, proteinas de superficie y enzimas
como: Enterotoxina estafilococica A (SEA), alfa hemolisinas, leucocidinas,
Toxina exfoliativa, citotoxinas, toxina del sindrome del choque toxico TSST-1,
proteina fijadora de fibronectina, el factor de agregacién (clumping factor)
catalasa, hialuronidasa, fibrolisina, lipasa, penicilinas, entre otras (Figura 1)
(12).

Figura 1. Factores de virulencia de S. aureus

Leucodicina
Hialuronidasa Panton-Valentine
Proteina A (PVL) Biofiln

Y : Proteasas / _o Enterotoxinas: A, B,C1-3,D,E.H
R * ' A / » Sindrome del choque t6xico-1 (TSST-1)
~ « Toxinas exokiativas A, B

Peptidoglicano

Toxina-a -
4 -
Hemolisinas: _
a.B.r.d
- =
Elastasas (metaloproleasas) # .~
Foslolipasa C

Adhesinas: MSCCRAMMS factor de agrega-
cién (clumping faclor), proteina de unidn a la
‘ fibrenectina, proteina de unitn al fibrindgeno,

\ sialoproteinas, proteinas de unién a colageno,
Acido teicoico polisacaridos de adhesin.

Acido lipoteicoico

f-lactamasas

Fuente: Caracteristicas generales de S. aureus Cervantes E, et al. 2014
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2.1.2 S. epidermidis

S. epidermidis hace parte de los Staphylococcus coagulasa negativa, se
encuentra en flora normal de piel y membranas mucosas, al igual que S.
aureus su importancia a nivel clinico ha aumentado, debido a que se comporta
como un patdégeno oportunista en infecciones asociadas a cuerpos biomédicos
(catéteres permanentes y dispositivos implantados), bacteriemias
nosocomiales y endocarditis (1,32). A diferencia de S. aureus la accion
patogena de S. epidermidis es dada por su capacidad de formar biopelicula
sobre superficies bioticas y abiodticas mediante la adhesina polisacérido (PS/A,
polysaccharide/adhesin) que es un polimero de galactosa-arabinosa de alto
peso molecular (29), codificada por el Operdn ica, aunque este no se
encuentra en todas las cepas, ademas posee otras proteinas de superficie que
favorecen la adhesion como los son SSP-1, SSP-2, Fbe /SdrG, SdrF y SdrH,
AtIE (autolisina), y la proteina Bhp la cual es similar a la proteina asociada al
biofilm (Bap) de S. aureus, posterior a la adhesion, el polisacarido de
adherencia intracelular (PIA), y una proteina extracelular actian para
finalmente darse la unién de estas proteinas y adhesinas a la superficie inerte,
con lo cual se dara formacion de la biopelicula (29,32,33).

2.1.3 E. coli

Escherichia coli es un microorganismo perteneciente a la Familia
Enterobacteriaceae, es una bacteria Gram negativa que posee una forma
cilindrica, con 1,1-1,5 um de diametro por 2,0-6,0 um de largo, es anaerobia
facultativa con metabolismo fermentativo, son bacterias mdviles con flagelos
peritricos o en algunos casos inmoviles; su genoma esta constituido por mas
de 15.000 genes, con mas de 250 serotipos y seis tipos patogénicos, E. coli
enteropatogena (EPEC, por sus siglas en inglés Enteropathogenic E.coli),
productora de toxina shiga (STEC), enterotoxigénica (ETEC), enteroinvasiva
(EIEC), entero agregativa (EAEC) y difusamente adherente (DAEC) ) que se

clasifican segun la patologia y factores de virulencia (34-36). E. coli es de
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importancia a nivel hospitalario cuando se comporta como patégeno debido a
que ocasiona infecciones urogenitales recurrentes, bacteriemias o
septicemias, meningitis, peritonitis, abscesos, ETAs (enfermedades
transmitidas por alimentos), sindrome urémico hemolitico, y ademas

son capaces de colonizar dispositivos médicos (34).

2.1.4 P. aeruginosa

Dentro de la Familia Enterobacteriaceae también se destaca la P. aeruginosa,
es un bacilo Gram negativo aerobio (37,38). Se encuentra habitualmente en el
agua, suelo y plantas, es un patégeno oportunista, causa enfermedades y/o
infecciones nosocomiales como neumonias, infecciones del tracto urinario y
bacteriemias, causante de alta morbilidad y mortalidad en pacientes con
fibrosis quistica y pacientes inmunosuprimidos (39). Esta bacteria presenta
una variedad de factores de virulencia como son flagelo, fimbrias (pili), matriz
exopolisacaridos, toxinas, exoenzimas y formacién de biopeliculas; produce
un polimero de polisacaridos que facilita la adherencia a la superficie epitelial
pulmonar ademas de actuar como barrera para los antibidticos. Dentro de las
exotoxinas que este produce se destacan: la exotoxina A que dafa el epitelio
alveolar y las células endoteliales pulmonares, el sistema de secrecion de tipo
[, responsable de la secrecion de las toxinas exo S, exo T, exo Uy exo Y; las
primeras 3 han sido vinculadas a la virulencia. Exo S y Exo T desorganizan el
citoesqueleto de actina de la célula hospedera, bloquean la fagocitosis y
causan la muerte celular, en tanto Exo U favorece la inflamacion excesiva,

incrementa el dafio tisular y causa la muerte celular (38).

2.2 Resistencia e importancia clinica

Se ha evidenciado que frecuentemente el género Staphylococcus, patdégenos
como E. coli y P. aeruginosa tienen la capacidad de generar biopelicula y
presentar resistencia a los antibioticos, siendo este uno de los problemas en

salud publica mas importantes (2). S. epidermidis y S. aureus son los

27



patdgenos nosocomiales con mayor prevalencia y los mas aislados en
pacientes que se encuentran en cuidados intensivos, el 89% de estas cepas
de S. aureus son resistentes a la meticilina en comparacion con un 59,5% de
casos para S. epidermidis (40). De acuerdo con Herrera M., 2006 el Instituto
Nacional de Salud de E.U. publicé que mas del 60% de todas las infecciones
microbianas son causadas por biopeliculas, de igual manera se les atribuye el
60% de las infecciones nosocomiales incrementando la estancia hospitalaria,

los costos de atencion y la mortalidad (5,31).

La resistencia de S. aureus es conferida generalmente por la proteina de unién
a la penicilina (PBP, por sus siglas en inglés) denominada PBP2a o PBP2.
Esta proteina codificada por el gen mecA, localizado en un elemento genético
movil llamado casete cromosomal estafilococico (SCCmec, por sus siglas en
inglés)’ (2). Otro mecanismo de ‘resistencia se produce por seleccién natural
a través de mutaciones producidas al azar; sin embargo, se pueden inducir
artificialmente mediante la aplicacion de una presion selectiva a una poblacion,

como seria el abuso o la utilizacién de antibioticos’ (26).

El Instituto Nacional de Salud en Colombia, encontré que para el afio de 1997
a 2000 la tasa de resistencia por S. aureus resistente a meticilina (SARM) fue
de un 28%, y que aumento a 61% la tasa de resistencia para el afio 2006, en
la actualidad la tasa de resistencia a meticilina por S. aureus reportada es de
un 70 a 80%. De la misma manera para E.coli en Colombia, se ha identificado
que hay una tasa del 22% de cepas productoras de Betalactamasas de
espectro extendido (BLEE), donde la resistencia es mayor en aislamientos de
Unidades de Cuidados Intensivos; de manera similar de acuerdo con el boletin
epidemioldgico de Medellin se encontraron hallazgos que reflejaron durante
los meses de enero y febrero de 2016 4 cepas de E. coli con fenotipo de
resistencia a cefalosporinas de tercera generacion debido a la produccion de
Betalactamasas de espectro extendido que pertenecen al Grupo A (41,42).

Segun en el estudio de L. Montanaro et al. (2011) se encontré que el género
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Staphylococcus presenta gran prevalencia en infecciones asociadas a
implantes con un 78,1% (infecciones asociadas a protesis de rodilla y cadera,
sistemas de fijacion de huesos fracturados externos e internos, materiales para
las reconstrucciones de tendones y ligamentos y otros materiales de implante
ortopédicos) (12) y no asociadas a estos con el 68,3% de los casos; se hallé
qgue la especie S. aureus es la que se presenta con mayor frecuencia (78%
asociados a protesis y 43% otros tipos de infecciones no relacionadas con
protesis, Staphylococcus epidermidis se perfila como el segundo en
prevalencia, pero soélo a infecciones asociadas a implantes ortopédicos (12).
La formacion de biopelicula es la causa de infecciones comunmente repetitivas
del tracto urinario, causadas por E. coli y otros patdgenos (5,43). Asi mismo,
el boletin GREBO en el afio 2017 informd que los microorganismos de mayor
aislamiento en las instituciones de salud son E. coli, K. pneumoniae, P.
aeruginosa y S. aureus, con gran importancia por el aumento de resistencia

sobre todo de P. aeruginosa hacia carbapenémicos (44).
2.3 Biopelicula

Una biopelicula es una comunidad de microorganismos que crecen en una
matriz de exopolisacéaridos y se adhieren a superficies inertes o tejidos vivos,
la naturaleza de estos es ubicua es decir, se pueden encontrar en varias
partes, al mismo tiempo estos se encuentran constituidos por varios
componentes pero principalmente por agua aproximadamente en un 97%,
ademas del contenido celular y la matriz de la biopelicula, esta
contiene exopolisacaridos secretados por las propias células que forman parte
del mismo, microcolonias de células bacterianas en un 15-20% de una misma
especie o compuestas por diferentes especies, también se pueden encontrar
otras moléculas en menor proporcion como proteinas, DNA, y productos de la
lisis celular (11,18,45-47). Algunos de los factores que intervienen de forma
importante en la formacion de la biopelicula son: las condiciones de la

superficie, ya que las superficies rugosas aumentan la colonizacién, la
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formacion de la matriz extracelular, y la adhesion es mas rapida en superficies
hidrofobas que en superficies hidrofilicas (5,31,36). Las especies bacterianas
por su versatilidad metabdlica y plasticidad genotipica se pueden adaptar a las
diferentes superficies. Los microrganismos que poseen fimbrias y flagelos
contribuyen en la hidrofobicidad sobre la superficie. Factores
medioambientales, como lo es el pH, nutrientes, cargas ionicas, temperatura,
y fluidez son importantes en la adhesion bacteriana al substrato, como la
presencia de oxigeno, osmolaridad, productos de desecho y sustancias
antagonistas producidas por las diferentes especies presentes como lo son las
bacteriocinas, acidos organicos (5). Es importante saber que el crecimiento y
desarrollo de biopeliculas consta de varias etapas, que implica la union inicial,

una fase de maduracion, y una fase de dispersion.

Figura 2. Etapas de la formacion de biopelicula

Fuente: The human cathelicidin antimicrobial peptide LL-37 as a potential
treatment for polymicrobial infected wounds. Duplantier AJ y col. 2013.

2.3.1 Etapas de la formacion de la biopelicula:

.  Unién inicial a una superficie bibdtica y/o abidtica: las células
planctonicas o libres se unen mediante quimiotaxis o corriente de flujo
a las superficies, que poseen caracteristicas como hidrofobicidad, y

presencia de cargas; una vez se da la fijacién las bacterias forman una
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capa de crecimiento, esta unién es de tipo reversible, y se ve
influenciada por propiedades fisicoquimicas, y ademas por fuerzas de
tipo repulsivo y/o de atracciébn como: interacciones hidrofébicas, fuerzas
de Van der Waals, fuerzas hidrodindmicas e influenciado por la
temperatura (4,10,40,46,48,49). [Esta union esta mediada en S.
epidermidis y S. aureus por la familia de proteinas MSCRAMMs dentro
de las que se incluye la subfamilia cif-A (clumping factor A o factor
aglutinante A, para el caso de S. aureus y proteina de unién al
fibrindgeno (Fbe) en el caso de S. epidermidis, también se encuentra la
‘autolisina asociada a superficie (Atl) en S. aureus y AtIE en S.
epidermidis’, que tienen la capacidad de union al fibrinégeno, colageno,
elastina, vitronectina, trombospondina, sialoproteina 6sea y fibronectina
entre otras que permiten la estabilizacién de la adhesion (11,18-20). En
bacterias Gram negativas se ha visto que la adherencia estd mediada
por flagelos, y fimbrias o pilis de tipo I, y 1V, que se adhiere al receptor
de la célula constituido por carbohidratos de glucoproteinas o
glucolipidos en el caso E. coli uropatdgena, posee una proteina; los
genes involucrados en este proceso estan codificados en el Operén pap
(49,50). yla matriz se forma por polisacaridos como celulosa, el acido
colanico y la poli-B-1,6-N-acetil-Dglucosamina (34). Recientemente, se
ha encontrado que el Pia es producido en algunas cepas de Escherichia
coli, siendo codificado por el locus pga (48). P. aeruginosa media su
adherencia mediante hidrofobinas o adhesinas del tipo lectinas (49),
ademas cuenta con fimbrias de tipo cup que ayudan a la adherencia
célula-célula (51).

Formacion y maduracién de la biopelicula: comprende dos sub-etapas,
la primera es la agregacion y la segunda es la estructuracion de la
biopelicula, siendo esta de tipo irreversible. En Staphylococcus la
agregacion se genera con la expresion de exopolisacaridos, proteina

PIA (polisacarido adhesina intercelular) o también llamada por su
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composicion poli N-acetilglucosamina (PNAG), sintetizado por el
Operodn Ica, el cual posee cinco genes (40,52). IcaA e IcaD que
codifican para la N-acetilglucosamina transferasa, sin embargo, IcaD
actla como chaperona, IcaB codifica para la histona PIA, que favorece
el ensamblaje correcto de IcaA, e IcaC, a su vez estos codifican para
oligbmeros que permiten la union a PIA. Ademas, se encuentra como
gen regulador negativo IcaR, PIA facilita la agregacion bacteriana y
controlard la produccion de exopolisacaridos de la biopelicula, mediante
la desacetilacion de los residuos de N-acetilglucosamina que da origen
a la liberacion de grupos amino libres a un pH neutro o acido, a medida
que se van cargando negativamente, asi mismo otras bacterias del tipo
plancténico se van agregando mediante co-agregacion o co-adhesion
(5,40,47-49,52,53), por lo tanto PIA permite una interaccion
electrostatica que media la adherencia de células entre si. Aunque la
codificacion de PIA es importante para la formacion de biopelicula por
la unién de célula-célula y por tanto la virulencia de Staphylococcus, no
es indispensable (48). Cuando en la formacion de la biopelicula no se
encuentra presente PIA, hay presencia de la proteina Aap, cuyo peso
molecular es de 220 kD, que necesita ser escindida proteoliticamente a
una forma 140 kD mas pequefio para inducir la formacion de biopelicula’
(40). Al igual que Aap existen otras proteinas que actian de manera
independiente de PIA para la formacién de la biopelicula como lo es la
proteina de union a la matriz extracelular (Embp) encargada de la union
a la fibronectina, lo cual le permite al microorganismo la agregacion
masiva y el crecimiento de la biopelicula, y la proteina Bap/Bhp
asociada a la biopelicula producida por S. epidermidis, la cual cumple
la funcién principal de adhesién a superficies de polietileno (54-57).
En S. epidermidis también esta presente el acido poli-y-glutamico (PGA) un
polimero extracelular, que le permite a esta bacteria crecer y subsistir en el

organismo y en dispositivos médicos, un componente esencial en la evasion
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del sistema inmune innato del huésped, como lo es la fagocitosis, mediada por
neutrofilos y algunos péptidos antimicrobianos. Ademas, le otorga proteccion
ante las altas concentraciones de sal, aunque no se ha determinado
claramente la funcion biolégica especifica del PGA, este se ha destacado
como un elemento protector del microorganismo a factores ambientales (58).
De igual manera en E. coli la agregacién estd mediada por al antigeno 43
(Ag43) el cual promueve la adhesion célula-célula entre bacterias de la misma
especie y también la formacion mixta de biopelicula con otras bacterias como
Pseudomonas aeruginosa; el polimero de polisacarido [B-1,6-N-acetil-D-
glucosamina, también se ha encontrado en S. aureus y S. epidermidis,
vinculado con la adhesion celular como en la unién a las superficies. La
produccion de PGA depende del locus pgaABCD; el Operén pgaABCD de E.
coli codifica proteinas implicadas en la sintesis, la exportacion y localizacion
del polimero PGA, que sirve como una adhesina para estabilizar las
biopeliculas (31,36). En el caso de Pseudomonas aeruginosa se encuentran
tres tipos de exopolisacaridos implicados que ayudan a dar la estabilidad a la
biopeliculas, estos son: alginato, un polimero no ramificado compuesto de
acido D-manurénico y L-acido gulurdnico, el cual contribuye a la estabilidad
estructural y proteccion de esta, asi como a la retencién de agua y nutrientes,
Psl es un polimero de tipo pentasacérido repetitivo consistente en D-manosa,
L-ramnosa y D-glucosa, y se produce durante el crecimiento plancténico,
mediando la adhesion a las superficies y contribuyendo a la formacion de la
microcolonia. EI ADN extracelular (eDNA) producido por P. aeruginosa
constituye un importante componente de la matriz de las biopeliculas, se ha
evidenciado que este se involucra en fases tempranas de la formacion de
biopeliculas ya que ayuda a la unién célula a célula (37,40). Este proviene de
bacterias lisadas, muerte de neutréfilos del huésped, también se cree que
ayuda a la adhesion microbiana y aumenta la versatilidad genética de la
biopelicula (54,60-63). En la segunda etapa, la estructuracion de la biopelicula

encontramos que cuando esta madura presenta una organizacion
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tridimensional que permite la formacion de ‘torres’, en la cual se encuentran
canales que permiten el ingreso de nutrientes a la matriz, que se realiza
mediante la interaccion célula a célula a la vez que la sefializacion mediante
el quorum sensing (QS), mecanismo intercelular que regula la densidad
poblacional bacteriana, detectandola a través de la acumulacién de moléculas
sefalizadoras e inductoras llamados péptidos estimulantes de competencia
(CSP), reguladas a través de genes diferentes de acuerdo a la especie
microbiana (5,40,46).

[ll.  Dispersion o desmontaje: Este proceso se puede dar por dos
mecanismos: Erosion (pérdida de células individuales) y la Migracion
(pérdida de agregados mayores) (5), diversos factores influyen en la
degradacion de la matriz de la biopelicula entre ellos encontramos la
fuerza presente en el flujo de un vaso sanguineo, la falta de produccién
de proteinas que median la continuacion de la formacién de biopelicula
y la liberacién de enzimas que catalizan la degradacion, producidas por
algunas bacterias o grupos de bacterias que se encuentran presentes
en el medio ambiente para colonizar nuevas areas o superficies (4). En
el caso de los Staphylococcus, este mecanismo es regulado por el
sistema agr, en E.coli existen diferentes mecanismos reguladores como
RpoS, CRP, CreC y CsrA (36). La dispersion de la biopelicula por parte
de P. aeruginosa, esta dada por el sistema Rhl, el cual facilita dicha
dispersion celular al igual que alginato liasa, la cual actia como una
fuente de nutrientes, modulando el metabolismo celular y, por lo tanto,

induciendo el desprendimiento celular (51).

La generacion de biopelicula esta controlada por determinados reguladores
como por ejemplo el quorum sensing, ‘un mecanismo de regulacion
dependiente de la acumulacién en el medio ambiente de una molécula sefial,
el auto inductor, que permite a la bacteria sentir la densidad de poblacién

existente. En bacterias Gram negativas el auto inductor es principalmente
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acilhomoserina lactona, mientras que en bacterias Gram positivas es el auto
inductor de péptidos. Cuando se acumula en el medio una suficiente cantidad
del auto inductor este activa un receptor especifico que altera la expresion de
genes afectando a distintos fenotipos’ (4). La manera en que la formacion de
la biopelicula sea un motivo de resistencia a los antibiéticos, es porque se
encuentra modulado por dos mecanismos:
I.  Prevenir que la sustancia antibacteriana alcance su objetivo
Il. La estructura fisica que conforma la biopelicula, y causa
impermeabilidad, limitando su accion y eficiencia sobre el patégeno,
sobre todo en antibidticos cuyo sitio activo se dirige hacia procesos

celulares (40).

2.4 Péptidos antimicrobianos (PAMs)

Los péptidos son moléculas polipeptidicas que hacen parte de la defensa
natural de los organismos vivos, participan como componentes efectores del
sistema inmune innato (64), son secretados naturalmente por diferentes
células, queratinocitos, células epiteliales del tracto respiratorio, del tracto
genitourinario, células de Paneth del intestino delgado, neutrofilos y células
Natural Killer (NK) (8), aunque en mayor medida por las capas mucosas. Los
péptidos poseen caracteristicas hidrofébicas, tienen carga positiva (65) y estan
constituidos por aminoacidos, estos a su vez estan unidos por enlaces
covalentes dados por el extremo grupo amino y carboxilo libres; los
aminoacidos poseen un carbono alfa, al que estdn unidos grupos amino y
carboxilo, tienen ademéas un atomo de Hidrégeno y una cadena lateral; al
poseer este Carbono alfa los aminoacidos presentan la propiedad de
quiralidad, es asi como los aminoacidos pueden ser L (levogiro o zurdo) o
D (dextrogiro o diestro), dependiendo de la disposicion espacial de los cuatro
constituyentes mencionados, aunque las propiedades fisicas y quimicas son
idénticas independientemente de cual es la disposicion espacial; por ende los

péptidos pueden ser L o D, ya que los aminoacidos determinan las
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propiedades bioquimicas de estos, encontrando que la mayoria de péptidos al
igual que las proteinas son del tipo L (7-9,17). Los péptidos mas importantes
son del tipo D puesto que son resistentes a la protedlisis, ya que son menos
inmunogénicos y que por tanto in vivo tiene una capacidad mayor para circular
y ejercer su accion (23). Ademas los péptidos humanos se dividen en dos

grandes grupos: Defensinas y Catelicidinas (52).

2.4.1 Clasificacion de los péptidos

Los PAMs se pueden clasificar de diferentes maneras, segun su estructura
secundaria o terciaria, segun su composicion ‘como lineales, de hélice alfa
(tales como cecropinas, magaininas y melitinas) que generalmente son los
MAas importantes por poseer una estructura anfipatica, caracterizados por el
enriquecimiento de uno o dos aminoacidos, que contienen puentes disulfuro
(defensinas, protegrinas) y fragmentos de otras proteinas mas grandes con
actividad antibacteriana’ (7) laminas 8, describiéndolos a continuacion:

I. Péptidos anionicos, para ser funcionales requieren zinc como cofactor,

actuan frente a Bacterias Gram positivas como para Gram negativas.

Il.  Péptidos lineales catidnicos, son del tipo hélices a, y adquieren esta
conformacién cuando estan en presencia de la membrana celular
bacteriana y asi poderse insertar o afectar la misma, y en este grupo se
encuentra el péptido LL 37 (hcAP18). Otros péptidos catidnicos incluyen
bactericinas y PR-39, ricos en residuos de prolina (33- 49%) y arginina
(13-33%), profenina que es rica en prolina (57%) y fenilalanina (19%) e
indolicidina rica en triptéfano. Estos péptidos carecen de residuos de
cisteina’ (8).

lll. Péptidos tipo laminas B, tienen una conformacion antiparalela de
cadenas, tipo defensinas que pueden o no estar unidas a puentes
disulfuro que permiten mayor estabilidad al momento de ejercer su
accion, pueden poseer carga tanto cationica como anionica, siendo 380

los pertenecientes a este grupo (17) dentro de los que encontramos por
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ejemplo las defensinas beta (hBD, Human Beta Defensin) como hBD-1,
hBD-2 y hBD-3, que se expresan frente a diferentes estimulos, en
donde las defensinas hBD-1 y hBD-3 se expresan de forma constitutiva,
mientras que la expresion de hBD-2 aumenta en respuesta diferentes

estimulos como por ejemplo una infeccién (8,17).

Segun su actividad biologica podemos encontrar péptidos antibacterianos,
antifingicos, antivirales, antitumorales, antiparasitarias, espermicidas e
insecticidas o que pueden presentan dos tipos de actividad al mismo tiempo,
y todo depende de la conformacién membranal del blanco del péptido (7,17).
Con el tiempo se han desarrollado péptidos de origen sintético, cuya diferencia
a uno natural estd dada por la modificacién en su estructura y funcién que
permite una mejor accion frente al patdgeno, como por ejemplo el aumento de
la carga positiva reduciendo al minimo la hidrofobicidad, para conseguir que
los PAMs sean mas activos y menos citotoxicos, (7) estos por lo general suelen
ser cortos, ciclicos y con residuos modificados (como D- amino&cidos o
aminoacidos no naturales). De igual manera estan los péptidos miméticos,
imitan la actividad de los PAMs, disefiados con modificaciones estructurales
que tratan de solucionar las falencias de los péptidos naturales y los péptidos
sintéticos, como evitar la hidrdlisis por proteasas y la disminucion de la
hidrofobicidad (17). Teniendo en cuenta la accién que ejercen los péptidos
sobre la composicién estructural de la membrana celular, teniendo en cuenta
gue las bacterias Gram positivas poseen en esta una bicapa de fosfolipidos y
las bacterias Gram negativas poseen dos membranas compuestas por
fofatidilestanolamina, fosfatidilglicerol y cardiolipina, ‘se ha comprobado que
las bacterias con niveles mas altos de lipidos cargados negativamente son

mas susceptible a los PAMs’ (17).
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2.5 Péptido LL-37

La Catelicidina LL-37 posee un peso de 18 KDa, se ha estudiado bastante por
la capacidad quimiotactica sobre diferentes células del sistema inmune
(7,17,66,67), es un agente terapéutico contra gran cantidad de enfermedades,
como infecciones y cancer, ademas posee gran capacidad de destruir
biopeliculas bacterianas y la membrana de diferentes microorganismos (10).
Este péptido es llamado asi por su capacidad de inhibir la proteasa Catepsina-
L, este péptido presenta los dos dominios, C-terminal encargado de codificar
el péptido maduro, ya que este se sintetiza como pre-proteina y el dominio N-
terminal, posee 37 aminoacidos, es de tipo anfipatico, y posee carga cationica
(9,10,16,64,68). Su expresion esta dada en diferentes tipos celulares como
células del epitelio intestinal, genitales, piel, testiculos, sistema respiratorio y
células del sistema inmune innato como neutroéfilos, células Natural Killer,
células dendriticas, linfocitos, mastocitos entre otras (18,68). Sus propiedades
antimicrobianas varian de Gram positivas a Gram negativas, aunque muestra
una gran afinidad de union por los lipopolisacéridos neutralizando su actividad
bioldgica, de igual manera se ha demostrado que poseen buena eficacia frente
a la inhibicion de la biopelicula in vitro sobre todo en la formacién de la misma
por parte de S. aureus y P. aeruginosa a través del bloqueo de moléculas
intracelulares involucradas en el Quorum Sensing, afectacién de la membrana
generando poros en la misma, y la posible prevencién de la fijacién inicial. Se
ha encontrado que LL 37 puede ser degradado por enzimas proteoliticas

secretadas por diferentes microorganismos (9,68).

2.5.1 Sintesis

Teniendo en cuenta la forma en la que los péptidos se originan, se encuentra
la sintesis natural en respuesta inflamatoria mediada por citocinas o estimulos
especificos ante la interacciéon con un patégeno mediante macromoléculas

microbianas (7).
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2.5.2 Mecanismo de interaccion Péptido-Bacteria

La interaccion de los péptidos de acuerdo con el contenido y tipo de membrana

es de gran importancia, hay diferentes tipos de mecanismos por los cuales la

membrana y el péptido van a interaccionar dandose asi la accion del péptido:

Mecanismo barrel-stave: consiste en que el péptido al tener contacto
con la membrana va a interaccionar y se va a generar una reorientacion
del péptido perpendicular formando una empalizada con sus cadenas
laterales hidrofobicas que encaran el centro hidrofébico de la
membrana y sus cadenas polares, y enfrentan el centro creando un
poro hidrofilico (7), que permitira que se genere una alteracion
membranal puesto que se pierde el equilibrio osmotico (8).
Mecanismo forma anular: luego de la union de los péptidos a la
membrana, los lipidos se pliegan formando un canal delimitado por la
cabeza de los grupos lipidicos asociados a los péptidos (8).
Mecanismo de alfombra: en este tipo de mecanismo no hay contacto
del péptido, sino que se acumula en la membrana, los péptidos son
atraidos por los grupos fosfato, cubriendo asi la membrana,
formandose micelas, denominado efecto detergente, lo que genera
debilitamiento de la misma con lo que se produce pérdida del
citoplasma y por tanto muerte celular (7,8).

Mecanismo de agregado: cuando hay la interaccion el péptido se crea
una estructura similar a un micelio formando canales por los cuales la
célula empezara a perder iones y por tanto se dara la muerte celular
(7,8).

Mecanismo poro toroidal: actian péptidos alfa hélice, que inducen a
que los lipidos se plieguen sobre si mismos, formandose un poro con
los grupos hidrofilicos orientados hacia el centro del poro, atrapando
agua en el corazén del mismo (8,9), generando perdida de iones y

sustancias metabdlicas (65).
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Existen variables que pueden afectar la actividad y especificidad de los PAMs
dentro de las que se destacan el tamafio, la secuencia, carga, conformacion,
estructura, hidrofobicidad y anfipaticidad (16,69). La actividad de los
péptidos frente a un microorganismo se puede evaluar mediante ensayos in
vitro los cuales evidencian el comportamiento del microorganismo cuando es
expuesto a estos, lo cual se puede evidenciar directamente en la curva de
crecimiento de los microorganismos expuestos reflejando cambios o

alteraciones.

2.5 Curvas de Crecimiento

Las curvas de crecimiento bacteriano ponen en evidencia o no el aumento de
constituyentes y estructuras celulares con la posterior division celular.
Presentan cuatro fases principales: latencia, exponencial o logaritmica,
estacionaria, y muerte (1).

I. Latencia o adaptacion (Fase Lag): Esta fase se divide en Lagl en la
cual no se incrementa el nimero de células, ya que estan siendo
expuestas a un nuevo medio de crecimiento, pero mientras se adaptan
a las nuevas condiciones de crecimiento presentan actividad
metabdlica. En la fase Lag2 los microrganismos sufren una adaptacion
a las condiciones del medio y ocurre crecimiento de biomasa, pero sin
generacion de division celular, cada una de las células incrementa su
tamanfo, el contenido de proteinas y ADN (70,71).

. Exponencial o logaritmica (Log): En esta fase la poblacion de
microorganismos se eleva de manera exponencial debido a que pasado
cierto tiempo, estos se duplican en gran velocidad cuando las
condiciones de crecimiento son las adecuadas, pero puede estar
influenciada por ciertos factores ambientales que afectan el crecimiento
como lo es la temperatura y composicion del medio (71).

lll.  Fase estacionaria: Aqui los microorganismos no presentan crecimiento

exponencial dado que hay ausencia de nutrientes, estrés, presencia de
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sustancias toxicas, por tanto, no hay cambios significativos de la
densidad celular con respecto al tiempo, existiendo un equilibrio entre
los microorganismos vivos y muertos (71).

Muerte: Fase en la que incrementan los microorganismos muertos ya
sea porque los nutrientes se han consumido y las condiciones del medio
de cultivo ya no son adecuadas para que el microorganismo continde

con su crecimiento (71).
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3. DISENO METODOLOGICO

Se utilizaron cepas clinicas provenientes de diferentes Hospitales de la ciudad
de Bogot4, distribuidas de la siguiente manera: 15 cepas de S. aureus y 15
cepas de S. epidermidis, con presencia del Operon icaADBC, y 10 cepas de

bacterias Gram negativas tanto de E. coli como de P. aeruginosa.

Asi mismo, se utilizaron como controles la cepa ATCC 12228 de S. epidermidis
gue no es formadora de biopelicula, y la cepa USA 300 de S. aureus, la cepa
ATCC 35984 de S. epidermidis, la cepa ATCC 35218 de E. coliy la cepa ATCC
27853 de P. aeruginosa formadoras de biopelicula, que se encontraban crio-
preservadas en medio LB + 10% Glicerol a -80° C, en el cepario del Semillero
REMA (Relaciones epidemioldgicas y moleculares asociadas al laboratorio
clinico). Para la recuperacion los aislamientos clinicos se sembraron por
agotamiento en agar BHI (BD. BBL TM) y se incubaron a 37° C por 24 horas,

confirmando su pureza por observacion macroscoépica.

3.1 Escala McFarland

Posteriormente se realizé una suspension de las cepas en estudio de una o
mas unidades formadoras de colonias en 5 mL de caldo BHI (BD. BBL TM)
para alcanzar una concentracion de 0.5 en la escala de McFarland,
equivalente a una suspension microbiana de 1,5 *108 UFC/mL, confirmada
mediante el espectrofotometro Genesys 10 UV/VIS en una longitud de onda
de 620 nm, y obteniendo absorbancias entre 0,08 a 0,1 (16).

3.2Péptidos antimicrobianos
En cuanto a los péptidos antimicrobianos a partir del péptido LL-37 se crearon
2 modificaciones estructurales, las cuales fueron un péptido LL-37 acetilado

en el grupo amino terminal denominado AC-LL37-1 y un enantiomero D con

dos fenilalanina en los extremos de la secuencia del péptido, es importante
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aclarar que las secuencias de los péptidos no se muestran por confidencialidad
del grupo de investigacion REMA, quien ha creado estos péptidos en
asociacion con la Universidad Nacional de Colombia. Se recalca que en
investigaciones previas de REMA ya se ensay0 el péptido LL-37 para las

cepas Gram positivas usadas en este estudio.

3.3 Reconstituciéon de péptidos

Los péptidos estaban liofilizados, por lo cual se tom6 3 mg de cada uno de los
péptidos pesados en una balanza analitica marca Sartorious, posteriormente
se reconstituyeron en 725 pyL de agua ultrapura para el péptido AC-LL37-1;
690 uL de agua ultrapura para el péptido D-LL37-1 y 736 uL de agua para el
péptido LL-37-1, en tubos eppendorf de 1.5 mL, los volimenes variaron por la
diferencia en los pesos moleculares de cada uno de ellos, quedando todos a
una concentracion final de 1000 uM, y a partir de esta concentracion se
utilizaron en este proyecto de investigacion concentraciones finales de 5 uM,
2.5 uM, 1.25 yM, y 0.62 uM aplicando la siguiente formula: V1*C1 =V2 *C2

3.4 Curvas de Crecimiento y comparacion de los resultados

Las curvas de crecimiento se procesaron en el equipo Bioscrenn C, con
lecturas de densidad 6ptica (D.O) de 600 nm cada hora durante 48 horas a
una temperatura de 37°C, con agitacion constante, en cada pozo de la
microplaca se agregd 270 uL de caldo Luria Bertani mas 30 pyL de la
suspensioén sin el péptido y para determinar la actividad de los péptidos se
colocé la mezcla de LB con cada uno de ellos a una concentracion final de la
reaccion de 5 uM, 2.5 uM, 1.25 yM, y 0.62 uM, mas 30 uL de la suspensién
bacteriana por triplicado de las cepas bacteriana y los controles a la escala
McFarland 1,5*108. Teniendo en cuenta estas concentraciones de péptido se

llevo a volumen 270 uL de la siguiente manera:
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a) Concentracion de 5 yM se debe adicionar 268,5 L del medio méas 1,5
ML el péptido

b) Para la concentracién de 2,5 se toma 269,25 uL del medio con 0.75 pL
del péptido

c) Para la concentracion 1.25 yM se toma 269,63 puL de medio mas 0,375
ML del péptido

d) Concentracion de 0,62 uM se toma 269.81 pL del medio y 0,19 uL del
péptido.

3.5 Porcentaje de tasa de inhibicion

La tasa de inhibicion permite establecer el crecimiento de una poblacién
bacteriana en funcion de la concentracion de un antibidtico o péptido al que ha
sido expuesto (72). Para hallar la tasa de inhibicién con las gréficas obtenidas
segun las D.O. en cada una de las cepas con y sin tratamiento del péptido, se
empled la formula basada en los estudios de T. Safaa et al (2015) y J. Noore
et al (2013) (73,74), donde se debe tener en cuenta fase logaritmica tardia
cony sin el péptido, ya que en esta etapa se empiezan a agotar los nutrientes,
lo que genera una disminucion en la produccién de macromoléculas y se
ocasiona una disminucién en la division celular y al mismo tiempo en esta fase
de la curva de crecimiento la concentracion celular alcanza su maximo valor
(75,76).

% inhibicién:_media D.O Fase log tardia cepa —media D.O fase log tardia de la cepa con péptido *100
media D.O Fase log tardia cepa

3.6 Cristal violeta.

El cristal violeta se usd para evidenciar el porcentaje de inhibicion en la
formacién de biopelicula en presencia del péptido, teniendo en cuenta la
técnica empleada por Christensen y col. (1985); las muestras con péptido y sin
péptido se analizaron por triplicado para ello se dispenso en la microplaca de
96 pozos 2 pL de suspension bacteriana a 0,5 escala MacFarland y 198 uL de

caldo LB mas glucosa al 1%, para determinar la actividad antibiopelicula, es
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importante anotar que a los péptidos se les realizo las determinaciones a la
concentracion de 5 uM del péptido diluido. Posterior a esto para evaluar la
adherencia, las placas se incubaron durante 24 horas a 37°C, luego se
descarté el sobrenadante y el pellet se fij6 con Paraformaldehido al 4%,
agregando 20 uL por 10 minutos, luego se elimina el reactivo mediante
inversion y dando un golpe seco a la placa, para retirar el exceso de este
reactivo se realizaron tres lavados con agua destilada estéril y se dejé secar
durante 10 minutos, después se agreg6 200 uL de cristal violeta al 1%, y se
deja reaccionar durante 10 minutos. El exceso de colorante se retir6 mediante
4 lavados con agua destilada para luego leer en el lector de microELISA
(TECAN INFINITE 200 PRO) dos lecturas de absorbancia: D.O. 492 nm y 570

nm a cada pozo.
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4. RESULTADOS

4.1 Curvas de crecimiento

Las curvas de crecimiento se realizaron para obtener el porcentaje de
inhibicion de masa celular en su fase logaritmica tardia mediante la relacion
de la densidad optica de las cepas bacterianas sin y con los péptidos LL-37,
AC-LL37-1y D-LL37-1 a una concentracion de 5 uM, 2.5 uM, 1.25 uyM, y 0.62
MM.

Las cepas bacterianas que fueron analizadas correspondieron a controles
positivos para la formacion de biopelicula: ATCC USA 300 S. aureus, ATCC
35984 S. epidermidis, ATCC 35218E. coli y ATCC 27853 P. aeruginosa, asi
como el control negativo para la formacion de biopelicula ATCC 12228 S.
epidermidis, en cuanto a las cepas bacterianas de aislamiento clinico se
evaluaron 40 aislamientos clinicos distribuidos asi: 15 cepas de S. aureus, 15
cepas de S. epidermidis, 2 cepas de E. coli y 8 cepas de P. aeruginosa. Las
graficas obtenidas de las curvas de crecimiento de todas las muestras se
presentan en el ANEXO 1: Figura 1 a 16 aislamientos de S. aureus, Figura 17
a 33 aislamientos de S. epidermidis, Figura 34-36 aislamientos de E. coli y
Figuras 37 a 45 aislamientos de P. aeruginosa.

Los cambios que se observaron en la fase logaritmica tardia se clasificaron de
tres maneras: prolongacion, acortamiento y sin cambios en la fase logaritmica
tardia, estos dependen de las caracteristicas quimicas del péptido y se pueden
observar en las cepas control ATCC de S. aureus, S. epidermidis, E. coliy P.

aeruginosa Figura 3.
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Figura 3. Comportamiento de la fase logaritmica tardia en los controles (cepas
ATCC) tratados con los péptidos

Comportamiento de la fase logaritmica tardia en

cepas control ATCC

120

o
1S3
i
100
8
80
o o)
© ©
60
o o o
S ¥ <
40
oo o o
A « «
. I I| I I I\
0
M

100

o o
o o
i i

o

[¢°]
o
N

80

% de cepas

I 100

B 0

5y 2,5uyM 1,25 0,62 5 pM 2,5puyM 1,25 0,62 5 puM 2,5 puyM 1,25 0,62
UM UM uM UM UM uM
LL-37 AC-LL37-1 D-LL37-1

Concentracion del péptido

m Cepas ATCC con prolongacion de la fase logaritmica tardia
Cepas ATCC con acortamiendo de la fase logaritmica tardia

m Cepas ATCC sin cambios en la fase logaritmica tardia

Fuente: Acosta E. y Martinez W.

En las cepas de S. aureus los péptidos LL-37 y AC-LL37-1 a una concentracion
de 5uM prolongan la fase logaritmica tardia en el 46,5% y 46,7%
respectivamente de las 15 cepas de aislamiento clinico analizadas, mientras
que el péptido D-LL37-1 alarga esta fase con la misma concentracién en un
80% de las cepas analizadas, sin embargo, a una concentracion de 2.5 uM el
péptido AC-LL37-1 acorta esta fase en un 66,7% de las cepas de aislamientos

clinicos como se evidencia en la Figura 4.
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Figura 4. Comportamiento de la fase logaritmica tardia de cepas de
aislamiento clinico en S. aureus
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El resultado obtenido para los aislamientos clinicos de S. epidermidis es similar
con los péptidos LL-37 y D-LL37-1 con un porcentaje de 93.3% y 80% de cepas
gue prolongaron la fase logaritmica tardia respectivamente, mientras que
péptido AC-LL37-1 acorta la fase logaritmica a una concentracién de 5 uM en
el 60% de los aislamientos clinicos y a una concentracion de 2.5 uM, el péptido
AC-LL37-1 acorta esta fase en un 40% de las cepas de aislamiento clinicas

como se muestra en la Figura 5.
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Figura 5. Comportamiento de la fase logaritmica tardia de cepas de
aislamientos clinicos de S. epidermidis
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En las cepas de E.coli con los péptidos LL-37 y AC-LL37-1 a concentracién
de 5 yM Unicamente uno de los aislamientos presentod prolongacion de la fase
logaritmica tardia y el otro realiza un fenébmeno contrario ya que acorta esta
fase, mientras que con el péptido D-LL37-1 la prolongacion de esta fase es de
un 100%; con las demas concentraciones para el péptido LL-37 y D-LL37-1
esta fase se prolonga en un 100%, mientras que con el AC-LL37-1 no siguen
presentando el mismo comportamiento que a la concentracién de 5 uM. Figura
6.
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Figura 6. Comportamiento de la fase logaritmica tardia de cepas de
aislamientos clinicos de E. coli
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Mientras que en las cepas de aislamiento clinico de Pseudomonas
aueruginosa con los péptidos LL-37, AC-LL 37-1 Y D-LL37-1 a concentracién
de 5 uM hay una prolongacion de la fase logaritmica tardia con un porcentaje
de 50%, 50% y 100% de cepas respectivamente, mientras que para las demas

concentraciones no se encuentran cambios significativos Figura 7.
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Figura 7. Comportamiento de la fase logaritmica tardia de cepas de
aislamientos clinicos de P. aeruginosa

Comportamiento de la fase logaritmica tardia de
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Fuente: Acosta E. y Martinez W.

Las curvas de crecimiento permitieron evidenciar la relacion de las D.O.
obtenidas por horas, y asi obtener el promedio de estas en la fase logaritmica
tardia con la concentracion de 5 uM y con cada uno de los péptidos (ANEXO
2, Tablas 1-4), con posterior obtencién del % de la tasa de inhibicion (ANEXO
4, Tablas 1-4), mediante las cuales con la concentracion de 5 uM se obtuvieron
los siguientes resultados: el porcentaje de inhibicién del péptido LL-37 en el
rango de inhibicion 10-17% con un 40% de cepas que presentaron esta

inhibicion siendo el mas alto para las cepas en S. aureus (Tabla 1), el mayor
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rango para S. epidermidis es el péptido D-LL37-1 en un rango de 50-87.4% de
inhibicion (Tabla 2) y para E. coli con un rango de inhibicion del 64.3-100% la
totalidad de cepas (100%) presentaron inhibicién con D-LL37-1 (Tabla 3), y
para las cepas de P. aeruginosa es el péptido LL-37 y D-LL37-1 con un rango
de 49.8-100% (Tabla 4).

Tabla 1. Relacion de la accion del péptido LL-37, AC-LL37-1 Y D-LL37-1 a
una concentracion 5 yM en cepas de S. aureus

Rangos de inhibicion de la masa celular con concentracion de 5 uM en
cepas de aislamientos clinicos de S. aureus con los diferentes péptidos
Rango de inhibicién LL-37 AC-LL37-1 D-LL37-1
20 — 27.6% 13.3% 0% 0%
10- 17.8% 40% 0% 6.7%
0-10% 6.7% 53.3% 60%
Cepas que no 40% 46.7% 33.3%
presentan inhibicion

Fuente: Acosta E. y Martinez W

Tabla 2. Relacion de la accion del péptido LL-37, AC-LL37-1 Y D-LL37-1 a
una concentracion 5 uM en cepas de S. epidermidis

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

Rango de inhibicion 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 66.7 60% 0%

presentan inhibicion

Fuente: Acosta E. y Martinez W.

Tabla 3. Relacion de la accion del péptido LL-37, AC-LL37-1 Y D-LL37-1 a
una concentracion de 5 uM en cepas de E. coli

Inhibiciébn de la masa celular con concentracién 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%
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0- 10% 0% 0% 50%

Cepas que no 0% 100% 0%
presentan inhibicion

Fuente: Acosta E. y Martinez W.

Tabla 4. Relacion de la accion del péptido LL-37, AC-LL37-1Y D-LL37-1 auna
concentracion de 5 uM en cepas de P. aueruginosa

Rangos de iinhibicion de la masa celular con concentracion de 5 uM en
cepas de aislamientos clinicos de P. aeruginosa con los diferentes péptidos

Rango de inhibicién 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 0% 0% 0%
presentan inhibicion

Fuente: Acosta E. y Martinez W.

4.2 Cristal violeta, determinacién de la formacion de Biopelicula

Mediante este método se logré identificar la actividad de los péptidos LL-37,
AC-LL37-1y D-LL37-1 en la inhibicion de la biopelicula y teniendo en cuenta
el uso de Cristal violeta como revelador ante formacién de biopelicula. Las
muestras y los controles fueron leidos a las 6 y 12 horas en presencia y
ausencia del péptido LL-37 a una concentracion de 5 yM, la razén de probarlos
s6lo con este péptido es por los resultados anteriormente obtenidos que
reflejan una actividad biolégica alta comparada con los otros dos péptidos y

concentraciones del presente estudio (Tabla 5).

Tabla 5. Inhibicién de las cepas Gram negativas a las 6 y 12 horas con el
péptido LL-37 a concentracién de 5 yM

Porcentaje global de Porcentaje global de
L, muestras de muestras de
Rango de inhibicion . . o : . .
aislamiento clinico a | aislamiento clinico a las
las 12 horas 6 horas
Mayor al 50% 30% 0%
Entre 20-49% 30% 20%
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Menor a |l 20%

10%

40%

No inhibicion del péptido

30%

40%

Fuente: Acosta E. y Martinez W.

En las cepas Gram positivas se quiso mostrar la reaccién ante los péptidos LL-
37, AC-LL37-1y D-LL37-1 durante 12h de exposicién a concentracion de 5 uM

como se evidencia en la tabla 6.

Tabla 6. Inhibicion de cepas Gram positivas a las 12 horas con el péptido LL-

37, AC-LL37-1y D-LL37-1 a concentracion de 5 uM.

Rango de Péptido LL -37 a | Péptido AC-LL37-1 a | Péptido D-LL37-1
inhibicién alas | concentracion de 5 | concentraciéon de 5 | a concentracion
12 h uM. uM. de 5 yM.
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 hay 72, 7% 26,6% 18,2%
inhibicién

Fuente: Acosta E. y Martinez W.
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5. DISCUSION

Las células procariotas producen PAMs como parte de una competencia
estratégica para adquirir nutrientes o ganar el acceso a un nicho, también son
producidos por organismos vivos con capacidad de inhibir el crecimiento
bacteriano y/o lisar a las bacterias, mediado por la respuesta innata en las
células eucariotas, siendo el sitio de accion principal de estos la membrana

bacteriana (77).

Estos efectos se pueden observar cuando se realizan curvas de crecimiento y
se evalla la disminucion de la tasa de crecimiento bacteriano lo cual va a
depender del tamafio de la célula, y se correlaciona con el incremento del DNA
bacteriano; cuando las bacterias son sometidas a stress se pueden generar
cambios dindmicos en la bacteria, especialmente en la formaciéon de masa
celular, en la unién y adhesion; el uso de los péptidos LL-37, AC-LL37-1y D-
LL37-1, permite evidenciar en las curvas de crecimiento si en la fase
logaritmica tardia el tiempo se puede prolongar o acortar, esto depende de las
caracteristicas quimicas y estructurales del péptido, y de la replicacion
bacteriana, que determinan la influencia y actividad para generar la formacién
de poros y dafios en la membrana citoplasmética, esto se relaciona con los
resultados obtenidos, donde en las cepas tanto de S. aureus, S. epidermidis,
E. coli y P. aeruginosa los péptidos LL-37 y D-LL37-1 prolongan la fase log
tardia a una concentracién de 5 pM, mientras que el péptido AC-LL37-1

presenta una actividad contraria (Figuras 3-6).

Estas actividades de los péptidos, permiten determinar el porcentaje de
inhibicion del crecimiento bacteriano en ambientes homogéneos, cuando se
compara la cepa sin tratamiento y con tratamiento, donde los resultados
pueden ser influenciados por la fisiologia y division celular, los diferentes

fenotipos y el déficit de nutrientes, por lo cual se debe determinar en la fase
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logaritmica tardia, pues en ella se encuentra la mayor concentracion celular

bacteriana (78).

Esto demuestra que la bacteria incrementa o disminuye su fase logaritmica
tardia dependiendo de las caracteristicas de microcolonias cuando son
sometidas a stress como lo mencioné Wang L y col, 2018 (79), o también por
la actividad propia del péptido y por el sitio de acciéon basado especialmente
sobre la permeabilidad de la membrana citoplasmatica especialmente con
lipidos tipo Il presentes en las bacterias Gram negativas (77), quizas esta sea
la razon por la cual el péptido LL-37 presenta mayor actividad con esta tipo de

bacterias (Figura6y 7).

Mediante los ensayos realizados se evidencié que se genera en las curvas de
crecimiento una actividad caracteristica cuando las cepas estan expuestas a
los péptidos; en cepas Gram Negativas los péptidos LL-37 y D-LL37-1,
generan en las curvas una prolongacion en horas de la fase logaritmica tardia,
prolongandose esta por mas de 4 horas con la concentracion de 5 yM respecto
a la cepa sin tratamiento con los péptidos, como se evidencia en ANEXO 1
Figura 34A y B, 39A, y ANEXO 3 Figura 4, observandose asi una relacion
adecuada entre las concentraciones menores y la menor extension de la fase
logaritmica tardia. Dicho incremento de esta fase se ha relacionado con mayor

capacidad de las células bacterianas con tolerancia a los antibioticos (70).

Por otra parte, se not6 que tanto en algunas de las cepas como de los controles
de S. aureus y S. epidermidis, E. Coli, P. aeruginosa, exhiben en sus curvas
de crecimiento fendmenos diauxicos (ANEXO 1, Figuras 11B,17B, 20A-B, 33
A-B, 35B, 36B, 40A-B, 41A-B y ANEXO 3 Figuras 7, 11y 12), que se presentan
cuando el microorganismo tiene a su alcance mas de un azucar o nutriente y,
en lugar de metabolizarlos simultdneamente, los consume en forma
secuencial, obteniéndose dos fases de crecimiento, en la primera fase, el

microorganismo consume aquel nutriente para el cual su metabolismo le
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permite crecer a una mayor velocidad, dejando una segunda fase de
crecimiento mas lento (80), asi mismo Archer et al (2011) refiere que la matriz
extracelular es capaz de tomar y concentrar diferentes nutrientes que rodean
el ambiente. Por lo anterior se plantea la hipétesis de que el microrganismo al
poseer la capacidad de tomar otros nutrientes que se encuentren presentes
en el medio, como lo podria ser el mismo péptido hace necesario que la
dosificacion del péptido se realice antes de que estos patdgenos presenten

dicho crecimiento diatlxico.

Con respecto a las bacterias Gram negativas en las curvas de crecimiento se
puede observar (ANEXO 1, Figuras 34A-B, 36B, 37A-B, 38A-B, 39A-B, y 40A-
B-452-B) que los péptidos AC-LL37-1 y D-LL37-1 ejercen una inhibicion y
disminucién en la D.O. de la curva de crecimiento frente a las cepas control
con la concentracion de 5 uM, lo cual indica que dichos peptidos actuan de
mejor manera en cepas de bacterias Gram negativas a diferencia de las cepas
Gram positivas.

En cuanto a la actividad antibiopelicula Hochbaum y colaboradores (2011),
realizaron un estudio en el cual mediante microscopia de fluorescencia y
microscopia confocal de barrido laser, determinaron cudl era el mecanismo por
el cual los D-aminoacidos logran inhibir las biopeliculas de S. aureus, y se
encontr6 mediante el método de cristal violeta que los D-aminoacidos
previenen la formacion de biopelicula, luego a través de microfotografias se
demostro los D-aminoacidos (D -Tyr, D -Pro y D- Phe) produjeron una buen
inhibicion de biopelicula, pero no influyeron en el crecimiento bacteriano, por
lo cual la hipotesis que ellos formularon fue que los D-aminoacidos previenen
la localizacion de proteinas, no permitiendo la union celular, y asi evitar formar

agregados celulares que conformen la biopelicula (45).

Una de las mayores preocupaciones ante el uso terapéutico de los péptidos
antimicrobianos es la resistencia o susceptibilidad de los mismos a la accién

enzimatica, proteasas derivadas ya sea por parte del huésped o generadas
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durante el crecimiento por parte de los patégenos perdiendo asi rapidamente
la actividad in vivo (13,19,67). En las cepas de S. aureus se encontré una
potencia aparentemente disminuida de D-LL37-1 (Tabla 1), caracteristica que
puede reflejar deficiencias en la capacidad del isbmero peptidico para
interactuar eficazmente con la membrana celular bacteriana Gram positiva
(82). En el caso de este proyecto se evidencio que el péptido LL-37 presento
mayor actividad en las cepas de aislamiento clinico de S. aureus analizadas
(Tabla 1); como se ha mencionado este péptido tiene gran susceptibilidad a
proteinasas denominadas metaloproteasas derivadas de mecanismos de
defensa de S. aureus, dentro de las cuales la que ejerce la accion es la
aureolisina, la cual segmenta e inactiva el peptido de manera dependiente del
tiempo de exposicion y de la concentracion de esta enzima (84). Otro grupo
de enzimas son las glutamil endopeptidasa, dentro de la que se encuentra la
V8, estas fragmentan el péptido en determinadas regiones del dominio C-
terminal, lo cual genera que este pierda actividad; por lo cual sugieren la
hipotesis de que el peptido LL-37 posee su mayor accién en el dominio C
terminal, pero de acuerdo a los autores, la perdida de actividad bactericida del
péptido solo ocurre con la aureolisina, y mientras que la enzima V8 solo lo
escinde mas no afecta su actividad antibacteriana (10,83). De igual manera
Nell (2006) confirma que la actividad antibiopelicula o inhibitoria reside en su
dominio C-terminal (51, 66), a la par Joo HS et al (2016), y Li M et al (2007)

confirman que la aureolisina y V8 inactivan proteoliticamente el peptido.

Una posible hip6tesis del porque el péptido D-LL37-1 no ejercié efecto en las
cepas de S. aureus se puede deber a que las modificaciones realizadas al
péptido nativo, no lograron evitar la accion de proteasas o enzimas producidas
por estos patogenos, a pesar de que en investigaciones de Wade y col. (1990)
y Dean y col. (2011) se reporta que los D aminoacidos y péptidos dextrogiros

son resistentes a la accidbn enzimética.
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Al contrario, el péptido en su forma isomerica D-LL37-1 actio de mejor manera
en algunas cepas de S. epidermidis (Tabla 2, ANEXO 1: Fig 18B-24B, 26B-
31B) del presente estudio, teniendo en cuenta a Duplainter et al (2013) quien
refiere que ‘el grado de a-helicidad del péptido parece correlacionarse con la
actividad antibacteriana de LL-37 frente a bacterias Gram Positivas y Gram
Negativas’ (10). Quizas este péptido logro mayor actividad por presentar una
mayor integracion con el peptidoglicano, los acidos teicoicos y lipoteicoicos de
la pared celular (77), este péptido comparado con el péptido nativo LL-37,

puede tener mayor actividad ante la accién enzimatica y mayor estabilidad.

Estos resultados obtenidos con las cepas Gram positivas hacen pensar que,
aunque estas bacterias pertenezcan a la misma familia, poseen leves
variaciones en sus factores de virulencia y sistemas empleados en la
formacion de la biopelicula, lo que hace que se comporten de manera diferente
cuando son expuestas a los péptidos. Asi como se logra evidenciar en las
cepas 22 epi 39, 22 epi 45, 22 epi 72 (ANEXO 1: Fig 19B, 21B, 27B) que
muestran una tendencia de inhibicion de crecimiento desde la hora cero en
adelante, con la concentracion de 5 yM con el péptido D-LL37-1 comparada
con la cepa control sin péptido y con las demas concentraciones, otros
comportamientos de curvas de crecimiento caracteristicas fueron las de 22 epi
18, 22 epi 57, 22 epi 58, y 22 epi 83 (ANEXO 1: Fig 20B, 22B, 23B, 30B) con
el péptido D-LL37-1 a concentracién de 5 yM, que evidencian una disminucion
en el crecimiento celular frente a las demas concentraciones y frente a la cepa
control, este comportamiento particular de las cepas podria deberse a el perfil
de resistencia y el tipo de muestra del cual se realizé cada aislamiento, que en
este caso para estas cepas fueron de aislamientos de hemocutivos, a
excepcion de la cepa 22 epi 39 que fue aislada de un catéter y que presenta
resistencia a oxacilina, Ciprofloxacina, Eritromicina, Trimetoprima-
Sulfametoxazol y Clindamicina. En este sentido, es importante tener en cuenta

gue las curvas de crecimiento son valoradas por D.O., es decir, que se tiene
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en cuenta la cantidad de masa celular presente en el medio, reflejada mediante
turbidez y por tanto no se conoce la viabilidad celular presente en el medio
(células bacterianas vivas o muertas), teniendo en cuenta la ley de Lambert-
Beer que establece que la absorbancia en el medio es proporcional a la

concentracion bacteriana (26, 82).

Ahora bien, lo reflejado anteriormente en estos aislamientos es un claro
ejemplo de que la capacidad de formacion de biopelicula puede variar
dependiendo del microorganismo y del entorno donde esta se desarrolla, lo
cual a su vez se relaciona con una mayor o menor resistencia de estos a un
grupo amplio de tratamientos convencionales existentes, pero es de resaltar
la importancia de la formacién de dicha estructura y el nivel de patogenicidad
gue esta puede otorgar a un patégeno ya que conlleva al aumento de las
infecciones nosocomiales y al mismo tiempo pone en evidencia un problema

en salud publica frente a la farmacorresistencia (84).

Frente a las bacterias Gram negativas se observé una disminucion en la
formacion de biopelicula, debido a que se pudieron afectar pasos esenciales
en el desarrollo de esta ya que como se ha confirmado en el estudio de
Overhage et al (2008) LL-37 posee la capacidad de inhibir la formacion de

biopelicula de P. aeruginosa gracias a tres mecanismos:

a) Se reduce la adhesion de las células a la superficie

b) Promueve la contraccion, es decir la motilidad mediada por los pilis tipo
IV, generando que no se puedan unir célula-célula y no conformen los
agregados

c) Afecta los dos sistemas Quorum Sensing que maneja dicho
microorganismo (Sistema Rhl y Sistema Las) (39). Es por esto que se
evidencia una alta tasa de inhibicion con el péptido LL-37 en nuestro
estudio y que quizas al realizar las modificaciones al péptido, estas no
lograron producir estos cambios en la formacion de la biopelicula y por
esto se dio una inhibicion menor a la que hizo el péptido LL-37.
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De igual manera se ha comprobado que P. aeruginosa tiende a secretar
elastasa que genera la desactivacion del péptido LL-37 a través de la ruptura
de los enlaces de los aminoacidos, por ello la importancia de probar péptidos
con nuevas estructuras como la modificacion a la forma D, que resistan la
actividad enzimatica, asi como se evidencia en el estudio de Duplainter (2013)
en el cual demostré in vivo que la modificacion del péptido LL-37 a su
configuracion D actuaba de mejor manera ante la infeccién de P. aeruginosa

en polillas (10).

Los estudios demuestran que la accién de los péptidos puede verse afectada
ante la presencia de soluciones iénicas a altas concentraciones (19,32,69), sin
embargo, de acuerdo a Dean et al (2011) la catelicidina humana ‘LL-37 puede
inhibir la formacion de biopelicula de P. aeruginosa, S. epidermidis, F.

novicida y S. aureus en medios con altas concentraciones de sal’ (19) .

De esta manera se evidencia que el péptido AC-LL37-1 (acetilado y amidado)
gue se manejo para este estudio, no mostré una gran actividad en la mayoria
de las cepas, al igual que en el estudio de Nell (2006) en el cual realizaron
modificaciones similares del péptido LL-37, demostrando que estas
transformaciones no afectan la actividad in vitro del péptido, sino que ayudan

a proporcionar cierta estabilidad (67).

Para evaluar y clasificar las cepas de E. coliy P. aeruginosa se tuvo en cuenta
el método cuantitativo cristal violeta, el cual permite determinar la formacion
de biopelicula sobre un material inerte ya que como lo confirma Torlak E. y
colaboradores en su articulo, el cristal violeta es un colorante basico que se
une a moléculas con carga negativa y a los polisacaridos de la matriz
extracelular y del citoplasma, es por ello que se us6 el medio LB mas glucosa
al 1 % que permite mejor adaptacion al medio y enriquecimiento generando
asi que la bacteria logre una mayor estimulacién e inducir la formacién de la
biopelicula (31,50,73), exponiendo las cepas a diferentes condiciones de

incubacion teniendo en cuenta que las cepas expuestas a diversos factores
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ambientales generan la expresion de genes que intervienen intracelularmente
para generar respuestas segun el ambiente al que se encuentra expuestos.
Los diferentes péptidos actian sobre un tipo de bacteria en especial
dependiendo del tipo de poblacion, de la resistencia a los diferentes
antibioticos, de sus factores de patogenicidad y virulencia de la bacteria como
de su estructura de la membrana y pared celular. Teniendo en cuenta estas
caracteristicas se determiné el proceso de adhesion de las bacterias sobre un
substrato, en presencia y ausencia de los péptidos a una concentracion de 5
MM, se observo que a las 6 horas de exposicion e incubacion no hay mayor
efecto de inhibicion, pero a las 12 horas el 30% de las cepas presentaron un
alto porcentaje de inhibicion (Tabla 4 y 5), lo cual posiblemente indica que los
péptidos presentan una capacidad para regular la formacién de adhesion y por
ende la formacién de biopelicula (78,80), ademas es importante recalcar que
los péptidos son dosis dependientes. Cabe resaltar que el cristal violeta en
este proyecto solo se us6 como colorante para evidenciar y revelar la
adherencia bacteriana a la microplaca y no como sustancia bacteriostética,
como en el caso de medios de cultivo (Agar Mac Conkey) debido a que actia

como inhibidor principalmente sobre las bacterias Gram positivas (85).

Ademas, el cristal violeta se us6 para medir el porcentaje de inhibicion de la
formacion de biopelicula en presencia de los péptidos y de glucosa, ya que
como se mencion6 anteriormente, este carbohidrato estimula la formacion de
biopelicula. El ensayo de cristal violeta revel6 un porcentaje méaximo de
inhibicion de biopelicula con la concentracion de 5 uM siendo la inhibicion mas
significativa a las 12 horas en cepas de E. coli 24-492, 24-550, 24-539, y 24-
531 y P. aeruginosa control positivo ATCC 27853 con el péptido LL-37
(ANEXO 5, Tabla 1). Tal como lo indica el autor Pratt LA y col (1998) bacterias
como E.coli y P. aeruginosa dependen para su adhesion a una superficie
abiotica y propagacion de la biopelicula de los flagelos, pilis y motilidad, es por

ello que una hipoteis de las cepas que obtuvieron menor porcentaje de
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adhesion mediante cristal violeta, se deba a defectos geneticos, mutaciones
gue generan que las cepas no presenten la capacidad de formar biopeliculas,
en especial los pilis tipo | para el caso de E. coli y como es el caso de
mutaciones en pili tipo IV para P. aeruginosa (50).

Como se pudo observar en la tasa de inhibicién tanto, de los controles como
de los diferentes aislamientos, en general la inhibicibn es muy buena y mas
eficaz por parte del péptido LL37 en su forma D, como lo da a conocer Aka y
col (2015) mediante un ensayo y exposicion al péptido que se obtenian % de
inhibicién de biopelicula revelando que LL37 fue méas efectivo en cepas de E.
coli que en S. aureus. Ademas concluyeron que la inhibicion se da por
afectacion de la adherencia (73), lo que es similar a los datos que se obtuvieron
en el presente estudio, de igual manera demuestra que D-LL37-1 representa
un aspirante terapéutico potencial por ser un péptido resistente a las
proteasas, eficaz para inhibir la formacion de biopeliculas y aumentar la

velocidad de la motilidad de contraccion en bacterias Gram negativas (19).

En el presente proyecto de investigacion mediante los ensayos realizados para
la determinacion de la inhibicién de biopelicula, se demuestra como el péptido
LL-37-1y D-LL37-1 posee gran actividad antibiopelicula reflejada en las tasas
de inhibicion, a pesar de que a dosis de 1,25y 0,62 uM se comportan similar
en comparacion con el control sin tratamiento, ya sea por la presencia de
enzimas secretadas por dichos microorganismos o por la falta de actividad de

estos péptidos a estas concentraciones bajas.
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6. 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 presentd actividad inhibitoria en S. epidermidis, E. coli, a
concentracion de 5 yM mientras que el péptido en su forma acetilada AC-LL37-
1, mostro poca o nula actividad frente a todas las cepas, dandose a evidenciar
dicha actividad a través de las curvas de crecimiento.
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7. 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.

Aumentar el nimero de aislamientos clinicos para garantizar el posible uso

terapéutico de los péptidos en estudio anteriormente mencionados.

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, 1,25 y 0,62 uM) para determinar si hay algan
tipo de variacion en la actividad, ademas de tomar para posteriores
investigaciones cepas que realicen una formacion de biopelicula de manera

fuerte para garantizar la efectividad del péptido.
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ANEXOS

ANEXO 1. Curvas de crecimiento de bacterias Gram positivas S. aureus y S.
epidermidis con péptido AC-LL-37-1y D-LL-37-1

De los 15 aislamientos de S. aureus y de la cepa control positiva S. aureus
ATCC USA 300, las curvas de crecimiento con los péptidos AC-LL37-1 y D-
LL37-1, a diferentes concentraciones se muestran en las Figuras 1-16:
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ANEXO 1
Figura 1A. S. aureus USA 300 control positivo tratado con péptido AC-LL37-1 a E(i)%l::r:n%ri.c%nzgrggssgig 1302%308%(; E&Sitivo tratado con péptido D-LL37-1 a

concentraciones de 5, 2.5,1.25y 0.62 yM
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Figura 2A. Cepa Col 23 S. aureus tratado con péptido AC-LL37-1 a concentraciones  Figura 2B. Cepa Col 23 S. aureus tratado con péptido D-LL37-1a concentraciones de 5,
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Figura 3A. Cepa Col 42 S. aureus tratado con péptido AC-LL37-1 a concentraciones
de 5, 2,5,1.25y 0.62 yM
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Figura 4A. Cepa Col 77 S. aureus tratado con péptido AC-LL37-1 a concentraciones

de 5
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Figura 3B. Cepa Col 42 S. aureus tratado con péptido D-LL37-1 a concentraciones de
5,2,5,1.25y0.62 uM

3B Cepa Col 42 D-LL37-1

1,8
1,6

1,4
1,2

0,8

0,6
0,4

1 3 5 7 9 11131517 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49

5UM 2,5UM  sss=1,25 UM 0,62 UM s COL 42

Figura 4B. Cepa Col 77 S. aureus tratado con péptido D-LL37-1 a concentraciones de
5,2,5,1.25y0.62 uM
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Figura 5B. Cepa Col 111 S. aureus tratado con péptido D-LL37-1 a concentraciones

Figura 5A. Cepa Col 111 S. aureus tratado con péptido AC-LL37-1 a concentraciones
de 5, 2,5,1.25y 0.62 uM

de 5,2,5,1.25y 0.62 uM
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Figura 6A. Cepa Col 86 S. aureus tratado con péptido AC-LL37-1 a concentraciones  Figura 6B. Cepa Col 86 S. aureus tratado con péptido D-LL37-1 a concentraciones de

de 5,2,5,1.25y 0.62 yM 5,2,5,1.25y 0.62 uM
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Figura 7A. Cepa Col 190 S. aureus tratado con péptido AC-LL37-1 a concentraciones Figura 7B. Cepa Col 190 S. aureus tratado con péptido D-LL37-1 a concentraciones

de 5,2,5,1.25y 0.62 uM de 5,2,5,1.25y 0.62 uM
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Figura 8A. Cepa Col 81 S. aureus tratado con péptido AC-LL37-1 a concentraciones  Figura 8B. Cepa Col 81 S. aureus tratado con péptido D-LL37-1 a concentraciones de

de 5,2,5,1.25y 0.62 yM 5,2,51.25y0.62 uyM
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Figura 9A. Cepa Col 207 S. aureus tratado con péptido D-LL37-1 a concentraciones Figura 9B. Cepa Col 207 S. aureus tratado con péptido D-LL37-1 a concentraciones

de 5,2,5,1.25y 0.62 uM de 5,2,5,1.25y 0.62 uyM
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Figura 10A. Cepa Col 145 S. aureus tratado con péptido AC-LL37-1 a Figura 10B. Cepa Col 145 S. aureus tratado con péptido D-LL37-1 a concentraciones
concentraciones de 5, 2,5,1.25y 0.62 yM de 5,2,5,1.25y 0.62 yM
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Figura 11A. Cepa Col 208 S. aureus tratado con péptido AC-LL37-1 a Figura 11B. Cepa Col 208 S. aureus tratado con péptido D-LL37-1 a concentraciones

concentraciones de 5, 2,5,1.25 y 0.62 yM de 5,2,5,1.25 y 0.62 uM
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Figura 12A. Cepa Col 227 S. aureus tratado con péptido AC-LL37-1 a Figura 12B. Cepa Col 227 S. aureus tratado con péptido D-LL37-1 a concentraciones
concentraciones de 5, 2,5,1.25 y 0.62 yM de 5, 2,5,1.25y 0.62 yM
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Figura 13A. Cepa Col 252 S. aureus tratado con péptido AC-LL37-1 a concentraciones  Figura 13B. Cepa Col 252 S. aureus tratado con péptido D-LL37-1 a concentraciones

de 5,2,5,1.25y 0.62 ypM de 5,2,5,1.25y 0.62 uyM
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Figura 14A. Cepa Col 318 S. aureus tratado con péptido AC-LL37-1 a Figura 14B. Cepa Col 318 S. aureus tratado con péptido D-LL37-1 a concentraciones
concentraciones de 5, 2,5,1.25y 0.62 yM de 5,2,5,1.25y 0.62 uM
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Figura 15A. Cepa Col 478 S. aureus tratado con péptido AC-LL37-1 a
concentraciones de 5, 2,5,1.25y 0.62 yM
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Figura 16A. Cepa 5 sau 205 S. aureus tratado con péptido AC-LL37-1 a
concentraciones de 5, 2,5,1.25y 0.62 yM
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Figura 15B. Cepa Col 478 S. aureus tratado con péptido D-LL37-1 a concentraciones
de 5,2,5,1.25y 0.62 uyM
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Figura 16B. Cepa 5 sau 205 S. aureus tratado con péptido D-LL37-1 a
concentraciones de 5, 2,5,1.25y 0.62 yM
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Se analizaron 15 aislamientos de S. epidermidis a los cuales se les realizaron por triplicado curvas de crecimiento con y
sin presencia de los péptidos denominados AC-LL37-1y D-LL37-1, a diferentes concentraciones 5 pM, 2.5 uM, 1.25 uM y
0.62 uM, tendiendo en cuenta el control negativo ATCC 12228 S. epidermidis y control positivo ATCC 35984 S. epidermidis.

De los cuales se obtuvieron las graficas que se detallan en la figura 17- 33:

Figura 17A. Cepa ATCC 12228 Control negativo S. epidermidis tratado con péptido Figura 17B. Cepa ATCC 12228 Control negativo S. epidermidis tratado con péptido D-
AC-LL37-1 a concentraciones de 5, 2,5,1.25y 0.62 yM LL37-1 a concentraciones de 5, 2,5,1.25y 0.62 yM
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Figura 18A. Cepa ATCC 35984 Control positivo S. epidermidis tratado con péptido Figura 18B. Cepa ATCC 35984 Control positivo S. epidermidis tratado con péptido D-

AC-LL37-1 a concentraciones de 5, 2,5,1.25y 0.62 yM LL37-1 a concentraciones de 5, 2,5,1.25 y 0.62 yM
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Figura 19A. Cepa 22 epi 39 S. epidermidis tratado con péptido AC-LL37-1 a Figura 19B. Cepa 22 epi 39 S. epidermidis tratado con péptido D-LL37-1 a
concentraciones de 5, 2,5,1.25y 0.62 yM concentraciones de 5, 2,5,1.25y 0.62 yM
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Figura 20A. Cepa 22 epi 18 S. epidermidis tratado con péptido AC-LL37-1 a Figura 20B. Cepa 22 epi 18 S. epidermidis tratado con péptido D-LL37-1 a

concentraciones de 5, 2,5,1.25 y 0.62 yM concentraciones de 5, 2,5,1.25 y 0.62 yM
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Figura 21A. Cepa 22 epi 45 S. epidermidis tratado con péptido AC-LL37-1 a Figura 21B. Cepa 22 epi 45 S. epidermidis tratado con péptido D-LL37-1 a
concentraciones de 5, 2,5,1.25 y 0.62 yM concentraciones de 5, 2,5,1.25 y 0.62 yM
21A Cepa 22 epi 45 ACLL-37-1 21B Cepa 22 epi 45 D-LL37-1
1,4 0,8
1,2 0,7
g 1 g 0,6
g o¢ S o4
© 06 o
S S 03
o 04 SR
0,2 01
0 0
1 3 5 7 9 11 13 1517 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 1 35 7 9111315171921232527293133353739414345474951
Tiempo (hr) Tiempo (hr)
5UM 2,5UM s====125 UM 0,62 UM e====22 EP| 45 AC1 5 UM )5 UM 125 UM 0,62 UM es====22 EP| 45D

89



Figura 22A. Cepa 22 epi 57 S. epidermidis tratado con péptido AC-LL37-1 a
concentraciones de 5, 2,5,1.25y 0.62 yM
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Figura 23A. Cepa 22 epi 58 S. epidermidis tratado con péptido AC-LL37-1 a
concentraciones de 5, 2,5,1.25y 0.62 yM
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Figura 22B. Cepa 22 epi 57 S. epidermidis tratado con péptido D-LL37-1 a
concentraciones de 5, 2,5,1.25 y 0.62 yM
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Figura 23B. Cepa 22 epi 58 S. epidermidis tratado con péptido D-LL37-1 a
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Figura 24A. Cepa 22 epi 60 S. epidermidis tratado con péptido AC-LL37-1 a Figura 24B. Cepa 22 epi 60 S. epidermidis tratado con péptido D-LL37-1 a

concentraciones de 5, 2,5,1.25y 0.62 uM concentraciones de 5, 2,5,1.25y 0.62 uM
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Figura 25A. Cepa 22 epi 61 S. epidermidis tratado con péptido AC-LL37-1 a Figura 25B. Cepa 22 epi 61 S. epidermidis tratado con péptido D-LL37-1 a
concentraciones de 5, 2,5,1.25y 0.62 uM concentraciones de 5, 2,5,1.25 y 0.62 uM
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Figura 26A. Cepa 22 epi 71 S. epidermidis tratado con péptido AC-LL37-1 a Figura 26B. Cepa 22 epi 71 S. epidermidis tratado con péptido D-LL37-1 a

concentraciones de 5, 2,5,1.25y 0.62 yM concentraciones de 5, 2,5,1.25y 0.62 pM
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Figura 27A. Cepa 22 epi 72 S. epidermidis tratado con péptido AC-LL37-1 a Figura 27B. Cepa 22 epi 72 S. epidermidis tratado con péptido D-LL37-1 a
concentraciones de 5, 2,5,1.25y 0.62 yM concentraciones de 5, 2,5,1.25 y 0.62 uM
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Figura 28A. Cepa 22 epi 81 S. epidermidis tratado con péptido AC-LL37-1 a Figura 28B. Cepa 22 epi 81 S. epidermidis tratado con péptido AC-LL37-1 a

concentraciones de 5, 2,5,1.25y 0.62 yM concentraciones de 5, 2,5,1.25y 0.62 yM
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Figura 29A. Cepa 22 epi 82 S. epidermidis tratado con péptido AC-LL37-1 a Figura 29B. Cepa 22 epi 82 S. epidermidis tratado con péptido D-LL37-1 a
concentraciones de 5, 2,5,1.25y 0.62 yM concentraciones de 5, 2,5,1.25y 0.62 yM
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Figura 30A. Cepa 22 epi 83 S. epidermidis tratado con péptido AC-LL37-1 a Figura 30B. Cepa 22 epi 83 S. epidermidis tratado con péptido D-LL37-1 a

concentraciones de 5, 2,5,1.25 y 0.62 yM concentraciones de 5, 2,5,1.25y 0.62 yM
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Figura 31B. Cepa 22 epi 84 S. epidermidis tratado con péptido D-LL37-1 a

Fi 31A.C 22 epi 84 S. epid idis tratad éptido AC-LL37-1
gura epa =< epl epidermidis tratado con peptido a concentraciones de 5, 2,5,1.25y 0.62 yM
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Figura 32A. Cepa 22 epi 91 S. epidermidis tratado con péptido AC-LL37-1 a Figura 32B. Cepa 22 epi 91 S. epidermidis tratado con péptido D-LL37-1 a

concentraciones de 5, 2,5,1.25 y 0.62 yM concentraciones de 5, 2,5,1.25y 0.62 yM
32A Cepa 22 epi 91 AC-LL37-1 32B Cepa 22 epi 91 D-LL37-1
1,6 1,8
1,4 1,6
’  —
1,2 14 —
E £ 12
8 05 g !
N
a %° G 06
0,4 0,4
0,2 0,2
0 0
1 3 5 7 9 1113151719 2123252729 313335373941434547 49 1 3 5 7 9 11131517 192123252729 313335373941434547 49
Tiempo (hr) Tiempo (hr)

5 UM e——)5 UM e——125UUM 0,62 UM  e====22 EP| 91 AC1 5 UM 325 UM 125 UM 0,62 UM s====22 EPI 91 D
Figura 33A. Cepa 24 epi 225 S. epidermidis tratado con péptido AC-LL37-1 a Figura 33B. Cepa 24 epi 225 S. epidermidis tratado con péptido D-LL37-1 a
concentraciones de 5, 2,5,1.25y 0.62 yM concentraciones de 5, 2,5,1.25y 0.62 uM
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En cuanto a las bacterias Gram negativas, se analizaron 2 aislamientos de E. coli a los cuales se les realizaron por triplicado

curvas de crecimiento con y sin la presencia de los péptidos AC-LL37-1 y D-LL37-1, a diferentes concentraciones 5 uM,

2.5 uM, 1.25 uM y 0.62 uM. De los cuales se obtuvieron las siguientes graficas:

Figura 34A. Cepa ATCC 35218 E. coli tratado con péptido AC-LL37-1 a
concentraciones de 5, 2,5,1.25y 0.62 yM
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Figura 34B. Cepa ATCC 35218 E. coli tratado con péptido D-LL37-1 a
concentraciones de 5, 2,5,1.25y 0.62 yM
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Figura 35A. Cepa 24 coli 492 E. coli tratado con péptido AC-LL37-1 a concentraciones Figura 35B. Cepa 24 coli 492 E. coli tratado con péptido D-LL37-1 a concentraciones

de 5,2,5,1.25y 0.62 yM de 5,2,5,1.25y 0.62 yM
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Figura 36A. Cepa 24 coli 493 E. coli tratado con péptido AC-LL37-1 a concentraciones Figura 36B. Cepa 24 coli 493 E. coli tratado con péptido D-LL37-1 a concentraciones
de 5.2.5.1.25v 0.62 uM de 5, 2,5,1.25y 0.62 uM
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Se tomaron cepas de aislamientos clinicos de P. aeruginosa a cuales se les realizaron por triplicado curvas de crecimiento
cony sin el estimulo de los péptidos denominados AC-LL37-1y D-LL37-1, a diferentes concentraciones 5 uM, 2.5 uM, 1.25

MMy 0.62 uM, tendiendo en cuenta el control positivo ATCC 27853. De los cuales se obtuvieron las siguientes graficas:

Figura 37A. Cepa ATCC 27853 P. aeruginosa control positivo tratado con péptido AC-  Figura 37B. Cepa ATCC 27853 P. aeruginosa control positivo tratado con péptido D-

LL37-1 a concentraciones de 5, 2,5,1.25 y 0.62 yM LL37-1 a concentraciones de 5, 2,5,1.25y 0.62 yM
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Figura 38A. Cepa 24590 P. aeruginosa tratado con péptido AC-LL37-1 a Figura 38B. Cepa 24590 P. aeruginosa tratado con péptido D-LL37-1 a

concentraciones de 5, 2,5,1.25y 0.62 yM concentraciones de 5, 2,5,1.25y 0.62 yM
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Figura 39A. Cepa 24541 P. aeruginosa tratado con péptido AC-LL37-1 a Figura 39B. Cepa 24541 P. aeruginosa tratado con péptido D-LL37-1 a
concentraciones de 5. 2.5.1.25 v 0.62 uM concentraciones de 5, 2,5,1.25y 0.62 yM
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Figura 40A. Cepa 24536 P. aeruginosa tratado con péptido AC-LL37-1 a Figura 40B. Cepa 24536 P. aeruginosa tratado con péptido D-LL37-1 a

concentraciones de 5, 2,5,1.25y 0.62 yM concentraciones de 5, 2,5,1.25y 0.62 yM
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Figura 41A. Cepa 24539 P. aeruginosa tratado con péptido AC-LL37-1 a Figura 41B. Cepa 24539 P. aeruginosa tratado con péptido D-LL37-1 a
concentraciones de 5, 2,5,1.25y 0.62 yM concentraciones de 5, 2,5,1.25y 0.62 yM
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Figura 42A. Cepa 24533 P. aeruginosa tratado con péptido AC-LL37-1 a Figura 42B. Cepa 24533 P. aeruginosa tratado con péptido D-LL37-1 a

concentraciones de 5, 2,5,1.25 y 0.62 yM concentraciones de 5, 2,5,1.25y 0.62 yM
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Figura 43A. Cepa 24550 P. aeruginosa tratado con péptido AC-LL37-1 a Figura 43B. Cepa 24550 P. aeruginosa tratado con péptido D-LL37-1 a
concentraciones de 5, 2,5,1.25y 0.62 yM concentraciones de 5, 2,5,1.25 y 0.62 yM
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Figura 44A. Cepa 24532 P. aeruginosa tratado con péptido AC-LL37-1 a
concentraciones de 5, 2,5,1.25y 0.62 yM
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Figura 45A. Cepa 24531 P. aeruginosa tratado con péptido AC-LL37-1 a
concentraciones de 5, 2,5,1.25y 0.62 yM
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Figura 44B. Cepa 24532 P. aeruginosa tratado con péptido D-LL37-1 a
concentraciones de 5, 2,5,1.25 y 0.62 yM
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Figura 45B. Cepa 24531 P. aeruginosa tratado con péptido D-LL37-1 a
concentraciones de 5, 2,5,1.25y 0.62 yM
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ANEXO 2. Promedio de las D.O. de la fase Log tardia de cada cepa para la obtencion
de tasa de inhibicién

Tabla 1. Promedio de las D.O. obtenidas en la fase Logaritmica tardia para obtener %
Tasa de inhibicién en cepas S. aureus

. Promedio de las D.O. | Promedio de las D.O.
Promedio de las D.O. . i
Cepasde S.| obtenidas en la fase obtfnldas en la fase | obtenidas en la fase
aureus Log tardia sin 9 .t?rd'a con Log .t‘?‘rd'a con
exposicion al péptido exposicion al péptido | exposicion al péptido
AC-LL-37-1 a5 yM D-LL-37-1a5 uM
Control
ATCC USA 1,174555556 1,07255556 1,05790476
300
Col 23 1,159233333 1,11188889 1,141
Col 42 1,185106349 1,20113333 1,15526667
Col 77 1,156002646 1,15533333 1,09866667
Col 81 0,862755411 0,95771429 1,01513333
Col 86 1,125883598 1,16006667 1,23644444
Col 111 1,1410625 1,12195238 1,24180952
Col 145 0,969630952 1,01972222 0,89028571
Col 190 1,148276786 1,17209524 1,1625
Col 207 1,069316667 1,02573333 0,95683333
Col 208 0,822222222 0,81733333 0,72813333
Col 227 1,135526786 1,09833333 1,08566667
Col 252 1,146761905 1,25354167 0,98086667
Col 318 0,895 0,87516667 0,88961111
Col 478 0,995041667 1,05191667 0,9925
5 Sau 205 1,006537037 1,04128571 0,92904762

Tabla 2. Promedio de las D.O. obtenidas en la fase Lag tardia para obtener % Tasa de
inhibicién en cepas S. epidermidis

. Promedio de las D.O. | Promedio de las D.O.
Promedio de las D.O. s i
i obtenidas en la fase | obtenidas en la fase
Cepas de S. | obtenidas en la fase . g
' . o Log tardia con Log tardia con
epidermidis Log tardia sin cion al péntid cion al péntid
exposicion al péptido exposicion al péptido | exposicion al péptido
AC-LL-37-1a5 uM D-LL-37-1a5 uM
ATCC 12228 1,020625 0,85233333 0,82583333
ATCC 35984 1,15245926 0,96716667 0,70804167
22 epi 18 0,63197222 0,32094444 0,3222
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22 epi39 0,88404762 1,0167619 0,09020833
22 epi 45 0,83675 0,97709524 0,0875
22 epi 57 0,5832 0,6382 0,31273333
22 epi 58 0,65923333 0,64146667 0,35338889
22 epi 60 0,67144167 0,68775 0,30152381
22 epi 61 0,4932 0,49453333 0,47388889
22 epi 71 0,64503333 0,70766667 0,37694444
22 epi 72 0,82758333 0,77946667 0,126
22 epi 81 0,59256667 0,6476 0,45158333
22 epi 82 0,65573333 0,67346667 0,46319048
22 epi 83 0,75028889 0,77853333 0,24381481
22 epi 84 0,86377778 0,8006 0,50966667
24 epi 225 0,97325 0,6265 0,51373333
22 epi 91 1,10443519 1,06322222 1,15754167

Tabla 3. Promedio de las D.O. obtenidas en la fase Logaritmica tardia para obtener %
Tasa de inhibicion de cepas de E. coli

Promedio de . Promedio de las .
Promedio de las . Promedio de las
las D.O. : D.O. obtenidas ,
) D.O. obtenidas en D.O. obtenidas en
obtenidas en ; en la fase Log ;
Cepas de la fase Log tardia ; la fase Log tardia
; la fase Log ) tardia con !
E. coli tardia sin con exposicion al exposicion al con exposicion al
. péptido AC-LL-37- XPe péptido LL-37 a 5
exposicion al 125 uM péptido D-LL- M
péptido H 37-1a5uM H
Control
ATCC 0,6568 0,6676 0,42775 0,086
35218
24-493 0,82785317 0,91692857 0,50316667 0,10166667
24-492 1,09974074 1,10596296 1,04233333 0,418
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Tabla 4. Promedio de las D.O. obtenidas en la fase Logaritmica tardia para obtener el
% de la tasa de inhibicién de P. aeruginosa

, Promedio de Promedio de .
Promedio de las Promedio de las
. las D.O. las D.O. ;
D.O. obtenidas . . D.O. obtenidas en la
obtenidas en la | obtenidas en la .
Cepas de P. | enlafase Log . - | fase Log tardia con
. o fase Log tardia | fase Log tardia S
aeruginosa tardia sin L L exposicion al
exposicion al con Exposicion | con €Xposicion péptido LL-37 a5
éptido al péptido AC- |al péptido D-LL- M
bep LL-37-1a5uM| 37-1a5 uM H

Control

ATGC 27853 1,11143519 1,08288889 0,98433333 0,09666667
24-590 1,25386667 1,08391667 1,32411111 0,90433333
24-550 0,88027302 0,72938095 0,64425 0,17355556
24-533 1,18896111 0,93553333 0,96966667 0,809
24-531 1,43352778 0,99666667 0,688 0,8522963
24-541 1,19835556 1,23433333 1,14211111 0,89604762
24-539 0,96283889 0,47911111 0,55122222 0,39355556
24-532 1,2325 1,056 1,00422222 0,71711111
24-536 1,08931296 0,862 0,74322222 1,1292

ANEXO 3. Curvas de crecimiento de bacterias Gram negativas: E. coli y P. aeruginosa
expuestas al péptido LL-37
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Figura 1. Control positivo ATCC 35218 E. coli LL-37 a concentraciones
de 5, 2.5,1.25y 0.62 uM
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Figura 3. P. aeruginosa 24-541 LL-37 a concentraciones de 5, 2.5. 1.25 y

0.62 uM
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Figura 2. Control positivo P. aeruginosa 27853 LL-37 a concentraciones de
5.2.5.1.25v 0.62 uM
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Figura 4. P. aeruginosa 24-590 LL-37 a concentraciones de 5, 2.5. 1.25y
0.62 pM

Cepa P. aeruginosa 24-590 LL-37

1,2
1
0,8
0,6
0,4
0,2
0
1 3 5 7 9 11131517 1921 23 2527 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49
Tiempo (hr)
5UM 2,5UM  emm==125UM e====0,62 UM  es=CEP 24-590




Figura 5. P. aeruginosa 24-532 LL-37 a concentraciones de 5, 2.5. 1.25 y Figura 6. P. aeruginosa 24-531 LL-37 a concentraciones de 5,2.5. 1.25 y

0.62 uM 0.62 uM
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Figura 7. P. aeruginosa 24-539 LL-37 a concentraciones de 5, 2.5. 1.25 y Figura 8. P. aeruginosa 24-550 LL-37 a concentraciones de 5, 2.5. 1.25 y
0.62 uM 0.62 uM
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Figura 9. P. aeruginosa 24-533 LL-37 a concentraciones de 5, 2.5. 1.25 y Figura 10. P. aeruginosa 24-536 LL-37 a concentraciones de 5, 2.5. 1.25 y

0.62 uM 0.62 uM
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Figura 11. E. coli 24-493 LL-37 a concentraciones de 5, 2.5. 1.25y 0.62 uM Figura 12. E. coli 24-492 LL-37 a concentraciones de 5, 2.5. 1.25y 0.62 uM
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ANEXO 4. Tablas de las tasas de inhibicion con cada Uno de los péptidos

Tabla 1.Tasas de inhibicion por parte de los Tabla 2.Tasas de inhibicion por parte de los
péptidos AC-LL37-1 y D-LL37-1 en cepas de S. péptidos AC-LL37-1 y D-LL37-1 en cepas de S.
aureus epidermidis
i Péptido Péptido D- Péptido i Péptido Péptido D- Péptido
Cepas S. Conc(erl‘\;r;"c'on AC-LL37-1 | LL37-1 LL37-1 ohas 8. CO”C(er,‘\;Ir)aC'o” AC-LL37-1 | LL37-1 LL37-1
g (%) (%) (%) P g (%) %) %)
5 8,7 9,8 0,82 5 18,06 37,03 39,1
ATCC 2,5 7,3 8,8 7,6 ATCC 2,5 15,1 20,3 28,9
USA 300 1,25 8,08 57 4,3 35984 1,25 10,1 13,1 22,5
0,62 4,7 51 0,08 0,62 13,5 12,5 28,1
5 2,8 2,8 10,8 5 17,8 17,7 -2,4
2,5 3,9 3,08 31 2,5 15,3 15,6 -48,3
Col 23 1,25 3.9 05 10,1 ATCC12228 1,25 113 6.2 531
0,62 3,7 -0,7 -5,4 0,62 6,4 15 -63,6
5 -15,0 12,9 -1,41 5 47,6 50,5 -136,8
2,5 -9,4 1,2 20,7 22 epi 18 2,5 -8,04 10,7 -116,4
Col 42 1,25 2,02 -0,2 19,1 P 1,25 4,8 28,2 37,5
0,62 -4,6 -2,9 16,2 0,62 4,1 9,5 23,2
5 4,2 0,6 22,4 5 3,3 87,4 -41,4
2,5 9,9 0,9 22,8 29 eni 39 25 5,0 85,5 -80,5
Col 77 1,25 17,8 -22,7 19,4 P 1 '25 -3,7 17,5 14,7
0,62 10,5 -18,9 14,6 ' 0,7 16,2 -17,3
0,62
5 -6,4 -22,8 27,6 5 4,6 86,5 -33,0
2,5 20,8 -18,3 -13,6 29 epi 45 25 -4,4 28,4 53,5
Col 81 1,25 -1,2 -39,9 14,6 P 1 '25 -6,6 30,5 30,7
0,62 -0,8 -41,1 0,25 ' -4,3 26,2 4.4
0,62
5 -2,9 -9,8 10,6 5 -11,6 47,4 34,4
2,5 49 -9,8 3,5 29 eni 57 2,5 -14,0 43,1 22,0
Col 86 1,25 11 -16,3 10,4 P 1,25 -13,7 39,09 7,9
0,62 0,5 -10,2 2,05 0,62 -13,9 21,7 -46,1
5 -0,11 -6,9 -1,5 5 0,6 47,4 -60,4
2,5 -3,02 -5,5 0,90 29 epi 58 2,5 -5,08 44,1 -39,4
Col 111 1,25 -1,8 -7,5 -0,68 P 1,25 -1,1 37,4 13,2
0,62 -2,9 -8,3 -5,8 0,62 -2,8 37,2 -25,9
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5 0,7 2,32 78
2,5 2,5 1,6 -8,42
Col 145 1,25 6,0 41 55,2
0,62 2.4 0,09 37,8
5 1,9 13 63,2
2,5 63 23 -30,0
Col 190 1,25 27 2.4 49,3
0,62 33 -0,63 71,7
5 7,2 7,2 5,4
2,5 9,6 5,01 9,5
Col 207 1,25 3,7 0,50 6,2
0,62 3,7 -1,66 17,1
5 2,9 9,2 14,4
2,5 2,6 1,7 2,4
Col 208 1,25 15,6 1,36 14,4
0,62 2,2 1,33 7.6
5 3,2 4,4 12,4
25 0,68 3,8 4,7
1,25 5,04 -0,36 0,27
Col 227 0,62 2.4 0,46 1,87
5 -1,69 2,3 15,7
2,5 1,47 0,8 -3,08
Col 252 1,25 0,16 1,7 5,3
0,62 28 0,8 53
5 2,2 0,06 16,1
2,5 25 -10,2 -25,09
Col 318 1,25 1,6 -10,5 20,5
0,62 45 37 27,7
5 15 -4,03 5,01
25 7,02 5,9 11,9
Col 478 1,25 5,08 17,3 14,2
0,62 6,8 0,94 -16,8
5 0,5 4,9 12,6
2,5 -1,8 -3,04 7,1
5 Sau 205 1,25 -0,7 -4,9 -1,1
0,62 -9,2 19 16
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5 2.8 55,2 -11,8
_ 25 22 25,2 -20,4
22 epi 60 1.25 -8,02 24,06 3,1
0,62 -1,5 21,7 -20,4
5 7.1 9,6 294
' 25 22 5.3 28,8
22 epi 61 125 7.8 28,5 23,6
0,62 84 25.2 10.9
5 -8,01 40,6 58,7
. 25 4.1 153 31
22 epi 71 1.25 7.8 13,7 56,7
0,62 -0,03 6,1 51,4
5 8,08 84,3 -17,3
. 25 -3,2 47,7 -8,3
22 epi 72 1,25 51 19,04 -23,3
0,62 27 19.2 °3.8
5 -11,6 25,3 24
. 2,5 -3,1 20,8 51,5
22 epi 81 1.25 7.4 13,6 10,1
0.62 22,8 6,2 47
5 2,7 29,3 -56,6
_ 25 14 17,7 -26,9
22 epi 82 1,25 -4,00 15,4 -32,9
0,62 0.1 12,6 =4t
5 6,9 68,4 -6,2
. 25 2.9 42,4 o5
22 epi 83 1,25 6,5 11,06 13,8
0.62 -10,2 11,3 -8,9
5 -0,3 45,1 60,9
] 2,5 -1,8 36,05 -0,3
22 epi 84 1,25 1,7 33,4 -31,2
0,62 11 20,3 275
5 21 0,9 -205,8
. 25 -1,4 11,9 -278,6
22 epi 91 1,25 2,8 10,8 -275,8
0.62 -0,8 -1,2 -324,1
5 10,9 58,6 -120,2
25 14 58,07 74,6
24-225 1,25 2,02 52,5 -110.2
0,62 33 474 23,7




Tabla 3. Tasas de inhibicion por parte de los péptidos AC-LL37-1y D-LL37-1 en cepas Gram negativas: E. coli y
P. aeruginosa

Cepas Concentracion Péptido Péptido D- Péptido
E.col (M) AC-LLS7- 1 LL37-1 1| 37 (o)
1 (%) (%)
39,1
ATCC 5 18,06 37,03 289
35218 2.5 15,1 20,3 225
E col 1,25 10,1 13,1 251
: 0,62 13,5 12,5 '
5 -3,9 2,03 64,3
2,5 -3,5 1,2 11,07
24-492 1,25 -2,0 0,01 11,7
0,62 -3,08 -4,6 9,4
100
5 -0,7 41,02 65,3
2,5 -18,1 36,2 19,2
24-493 1,25 -15,5 -28,02 -55,7
0,62 -18,3 -26,8

Péptido
Cepas P. Concentracion AC- Péptido D- Péptido
aeruginosa (uM) LL37-1 LL37-1 % LL-37 %
(%)

5 12,7 20,7 100
ATCC 278523 2,5 3,0 27,3 20,07
P. aeruginosa 1,25 20,7 23,4 7,7
0,62 43 14,8 6,7

5 17,3 4,0 15,6

2,5 4.4 -1,2 11,7

24-590 1,25 86 3,9 0,6
0,62 -6,0 1,5 05

5 18,7 28,2 79,4

25 13,2 34,8 24,1

24-550 1,25 7.8 26,1 13,2
0,62 2,1 -0,1 3,8

5 19,07 33,9 14,2

2,5 13,8 8,5 7.4

24-533 1,25 7.7 2.6 0.6
0,62 1,4 2,8 0,1

5 31,6 50,3 41,5

2,5 3,07 24,7 32,1

24-531 1,25 6,02 11,4 28,2
0,62 0,5 -2,9 16,8

5 2,02 9,3 16,6
25 0,6 4,4 -2,08

24-541 195 2,4 3,7 2,4
0.62 -4,06 1,3 -4,1

5 51,1 49,08 52,2

25 19,4 6,7 32,2

24-539 195 13,7 -0,2 20,8
0.62 -3,6 -6,6 16,6

5 14,3 18,5 41,8

N -3,1 32,4 11,7

24-532 1.5 -2,09 6,02 5,07
0.62 2,2 -1,2 -1,02

5 20,8 21,09 8,7

2,5 0,98 -1,5 1,1

24-536 1,25 2,07 10,1 39
0,62 -6,4 -11,7 -8,2
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ANEXO 5. Actividad antibiopelicula con el método Cristal violeta

Tabla 1. Datos % Tasas de Inhibicion en bacterias Gram negativas con los diferentes péptidos

Cepas bacterias
Gram negativas

Cristal violeta 6 horas
con péptido LL-37 con

concentracion 5 uM (%)

Cristal violeta 12
horas con péptido LL-
37 con concentracion

Cristal Violeta Péptido
AC-LL37-1alas 12

horas con

concentracion 5 yM

Cristal Violeta Péptido
D-LL37-1alas 12

horas con

concentracion 5 yM

27853

5 UM (%) (%) (%)

E.coli 24-492 18,8915419 44,18267074 47,9364591 2691,87521
E.coli 24-493 0,0524098 7.62331936 25,1781465 11084,92671

P. aeruginosa 590 41,1433653 66,42120452 -51,7108293 -396,442648
P. aeruginosa 550 204.3032442 6481787761 65,6764424 61,8946327
P. aeruginosa 533 16,0639185 23,51243477 -43,9065116 221,3162941
P. aeruginosa 539 -70,8364470 71,04363793 27,7291798 1129,958868
P. aeruginosa 541 -23,4787270 34,16377652 54,7156812 1227342983
P. aeruginosa 532 15,0333492 2292739137 33,223868 73,4502035
P. aeruginosa 531 11,2791565 70,53883846 203,3132984 1102,96024
P. aeruginosa 536 35,5375851 1198,0920291 -216,969962 1546411789
P. aeruginosa ATCC 36,3972289 97,15370007 83,2838102 26,0150273
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