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Resumen

La resistencia a los antimicrobianos representa una grave amenaza para la salud mundial.
En la dltima década, los péptidos antimicrobianos emergen como una alternativa para
combatir esta problematica mundial. En este contexto, cruzioseptina 1, un péptido aislado
de C. calcarifer, es considerado como un agente antimicrobiano novedoso por su alta
potencia antimicrobiana en contra de patdgenos bacterianos. Sin embargo, este péptido
presenta una actividad hemolitica moderada. Con el objetivo de reducir la toxicidad y
aumentar la potencia, se disefiaron y evaluaron 3 analogos peptidicos basados en
cruzioseptina 1. [K4K15]CZS-1, un analogo con cationicidad aumentada e hidrofobicidad
reducida, presentd un alto efecto antimicrobiano en contra de S. aureus (CIM =4 mg/L) y
E. coli (CIM = 8 mg/L). Ademas, indujo menor hemdlisis en comparacion a cruzioseptina-1.
Adicionalmente, mediante estudios in silico se propone que la membrana bacteriana es el
blanco terapéutico de [K4K15]CZS-1. Por lo tanto, estos resultados proveen evidencias que
[K4K15]CZS-1 podria ser considerado como una opcion prometedora para el desarrollo de

nuevos farmacos antimicrobianos.

Palabras claves: Péptidos antimicrobianos, diseifio de péptidos, actividad antimicrobiana,

hemolisis, resistencia antimicrobiana



Abstract

Antimicrobial resistance represents a serious threat to global health. In the last decade,
antimicrobial peptides have emerged as an alternative to combat this global problem. In
this context, cruzioseptin 1, a peptide isolated from C. calcarifer, is considered a novel
antimicrobial agent for its high antimicrobial potency against bacterial pathogens.
However, this peptide has moderate hemolytic activity. In order to reduce toxicity and
increase antimicrobial potency, 3 peptide analogues based on cruzioseptin 1 were designed
and evaluated. [K4K15]CZS-1, an analogue with increased cationicity and reduced
hydrophobicity, had a high antimicrobial effect against S. aureus (MIC = 4 mg/L) and E. coli
(MIC = 8 mg/L). In addition, it induced less hemolysis compared to cruzioseptin-1.
Additionally, in silico studies propose that the bacterial membrane is the therapeutic target
of [K4K15]CZS-1. Therefore, these results provide evidence that [K4K15]CZS-1 could be

considered as a promising candidate for the development of new antimicrobial drugs.

Keywords: Antimicrobial peptides, peptide design, antimicrobial activity, hemolysis,

antimicrobial resistance.
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CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION
1.1. ANTECEDENTES

1.1.1. Ventajas de los péptidos antimicrobianos
Los péptidos presentan varias ventajas en comparacion a las pequefas moléculas
terapéuticas como la sintesis automatizada y estandarizada. Otra virtud es que son menos
propensos a causar toxicidad e inmunogenicidad [1,2]. En el caso de los péptidos
antimicrobianos, estos poseen caracteristicas Unicas que los convierten en agentes
antimicrobianos esperanzadores para combatir la resistencia a los antimicrobianos. Por
ejemplo, la actividad antimicrobiana en el rango micromolar y la baja toxicidad en la
concentracion que inhibe a los patégenos. Ademas, presentan una actividad de amplio
espectro contra bacterias (incluyendo multirresistentes), hongos, pardsitos, células
cancerosas y virus [3—7]. Mientras que, por su mecanismo de accién estos péptidos tienen

baja probabilidad para desarrollar resistencia [3—6,8].

1.1.2. Mecanismo de accion
Los péptidos antimicrobianos presentan un mecanismo de accion distinto a los antibidticos
comerciales. Hasta la fecha, se han propuesto dos tipos de blancos moleculares que tienen
los péptidos: (1) interaccién con la membrana del patégeno o (2) dianas intracelulares. Para
el primero, la carga catidnica del péptido permite que haya una atraccién electrostatica
entre el péptido antimicrobiano y la membrana bacteriana cargada negativamente.
Posteriormente, la regidn hidrofébica del péptido induce la insercién en la membrana del
patdgeno, produciendo una rapida muerte del microorganismo patdgeno. Mientras que,
para el otro mecanismo de accién propuesto, el péptido ingresa a la célula sin disrupcién
de la membrana e inhibe funciones intracelulares esenciales como la sintesis de proteinas

funcionales o sintesis de ADN y ARN [5,8,9].

1.1.3. Péptidos antimicrobianos en anuros
Las secreciones de la piel de muchas especies de anuros constituyen una fuente rica de
péptidos antimicrobianos con un amplio espectro de accidn. Se ha evidenciado que estos
péptidos tienen actividad antibacteriana, antifingica, antivirica, anticancerigena vy
antiparasitaria [10,11]. Hasta el 2015, se han identificado alrededor de 1900 PAMs a partir

de las secreciones cutaneas de 178 especies pertenecientes a 28 géneros de anfibios [12].



Estos péptidos bioactivos presentan una longitud de 8-63 residuos de aminoacidos.
Ademas de ser catidnicos (carga neta de +2 a +6 a pH 7), contienen aproximadamente un
50% de aminoacidos hidrofébicos [7,11]. Una de las clasificaciones de los péptidos
antimicrobianos es de acuerdo a la similitud en la secuencia de aminoacidos,
describiéndose alrededor de 100 familias en anuros [12]. Entre las que destacan:

phylloseptinas, dermaseptinas, picturinas, phylloxinas, plasticinas y cruzioseptinas [7,11].

1.1.4. Cruzioseptinas
Las cruzioseptinas son una familia de péptidos antimicrobianos (PAMs) reportados en la
secrecién de la piel de Cruziohyla calcarifer en 2016. Hasta la actualidad se han identificado
17 cruzioseptinas. Estos péptidos son catidnicos y anfipaticos con una longitud de 20-32
residuos de aminoacidos. Se caracterizan por presentar una secuencia N-terminal
conservada GFLD- y las secuencias de motivos -VALGAVSK o GKAAK(N/G/S) (V/A)V en la
mitad del péptido. Estos péptidos tienen actividad antimicrobiana en contra de E. coli, S.
aureus, C. albicans, y Leishmania spp. (Tabla 1). La cruzioseptina-1 (CZS-1) ha demostrado

ser el péptido mas potente de esa familia hasta el momento [7,13,14].

Tabla 1. Bioactividad de las cruzioseptinas

Péptido Secuencia Activo en contra de Ref.

E. coli, S. aureus, C. albicans,
CZ5-1 GFLDIVKGVGKVALGAVSKLF [7,13]
Leishmania spp.

E. coli, S. aureus, C. albicans,
CZS-2 GFLDVIKHVGKAALGVVTHLINQ [7,13]
Leishmania spp.
E. coli, S. aureus, C. albicans,
CZS-3 GFLDVVKHIGKAALGAVTHLING [7,13]
Leishmania spp.
CZS5-16  GFLDVLKGVGKAALGAVTHLINQ  E. coli, S. aureus, C. albicans. [14]

CZS-17 GFLDVVKGVGKAALGAVTHLINQ  E. coli, S. aureus, C. albicans. [14]

1.1.5. Limitaciones de los péptidos antimicrobianos
Algunos péptidos antimicrobianos que presentan una alta actividad antimicrobiana y una
baja citotoxicidad se encuentran bajo ensayos clinicos para el tratamiento en contra de

diferentes infecciones [15,16]. Por ejemplo, Pexiganan, un andlogo de magainina, esta



siendo evaluado para el tratamiento de Ulceras infectadas en pie diabético [15]. Sin
embargo, varias limitaciones pueden obstaculizar su desarrollo como nuevo agente
terapéutico. Entre ellas se encuentran (i) la baja estabilidad del péptido debido a la
degradacion enzimatica, (ii) citotoxidad, (iii) la entrega ineficiente de las concentraciones
del péptido al sitio objetivo, (iv) alto costo en su produccién o (v) la disminucién o abolicidn
de la actividad antimicrobiana del péptido al estar presente en condiciones fisioldgicas
[17-20]. Por lo tanto, se deben superar estas limitaciones para su desarrollo exitoso como

farmaco.

1.1.6. Importancia del disefio y optimizacion de los péptidos antimicrobianos
La gran diversidad de secuencias de péptidos antimicrobianos naturales ha proporcionado
datos claves en cuanto a estructura y funcion para la creacién de una nueva generacion de
péptidos antimicrobianos sintéticos con mayor actividad antimicrobiana y menor toxicidad
[18]. Ademas, se pueden disefiar péptidos resistentes a proteasas [21,22]. A continuacion,

se detallan varias herramientas que permiten optimizar a los péptidos antimicrobianos.
Bibliotecas sintéticas

Consiste en la sintesis y cribado antimicrobiano de alrededor de 1000 péptidos. En ese
sentido, se considera una herramienta ampliamente usada para la optimizacién répida de
péptidos bioactivos. Sin embargo, una de las desventajas de esta tecnologia es que al ser
bibliotecas grandes representan un mayor costo en su produccion mds aun cuando se

analiza un cribado posicional de cada uno de los aminodcidos o un enfoque iterativo [23].
Métodos computacionales para el diseiio de PAMs

Las diferentes bases de datos de péptidos antimicrobianos
disponibles gratuitamente: APD3 [24], YADAMP [25], CAMPg3 [26], BaAMPs [27], han
permitido el disefio de nuevos péptidos sintéticos [20,23]. Debido a que se han
desarrollado varias herramientas informaticas a partir de redes neuronales, estudios de
relacion estructura-actividad, algoritmos genéticos, e inteligencia artificial, se ha logrado
predecir y optimizar péptidos antimicrobianos sintéticos que presenten un mayor indice

terapéutico [23].



Mutagénesis sitio dirigida

Este enfoque permite disefiar al nuevo péptido mediante la sustitucion, delecion o
afiadiendo uno o mas aminoacidos. Esto nos permite la facil comprension del efecto
funcional en el péptido molde e identificar nuevos andlogos con indice terapéutico

mejorado [23].

1.1.6.1. Modificaciones y sustituciones de aminoacidos para mejorar la

actividad antimicrobiana

Analogos de Lys

La construccién de analogos con modificaciones en la cadena lateral del aminoacido lisina
aumentan la actividad antimicrobiana con respecto al péptido antimicrobiano que contiene
lisina sin modificar. Por ejemplo: Los andlogos Tritrp—Dab y Tritrp—Dap, reduccién de 2 y 3

carbonos respectivamente, potenciaron hasta 4 veces mas la actividad antimicrobiana [28].
Aumento de la cationicidad del péptido

El disefio de analogos con sustituciones de aminodcidos neutros y aminodacidos no polares
por aminodacidos cargados positivos potencian la actividad antimicrobiana. Por ejemplo: El
analogo L-K6 con una carga neta de +7 tuvo como resultado una actividad antimicrobiana
hasta 40 veces mayor en comparacion del péptido Temporin-1CEb, con carga neta de +1

[4].

1.1.6.2. Modificaciones y sustituciones de aminoacidos para reducir

hemolisis

Analogos con menor hidrofobicidad

Andlogos peptidicos menos hidrofébicos con una distribucidon separada de aminoacidos
cargados positivos conlleva a una reduccién en la hemdlisis. Por ejemplo: El péptido
sintético 3K-F17-3K, el cual presentaba 3 lisinas en sus extremos y una reduccién de la
hidrofobicidad (reduccion de 3.14 a 1.48 con respecto a sus analogos) no presentd
hemolisis, incluso cuando este péptido antimicrobiano se probd en altas concentraciones

(320 pM) [29].



Reduccién en la longitud de la secuencia

Los andlogos que presentaron una reduccidn en la longitud de la secuencia mostraron una
menor citotoxicidad hacia los glébulos rojos. Por ejemplo: el péptido DMPC-19, generado
a partir de la delecién de 9 aminoacidos de la secuencia del péptido DMPC, presentd una
hemolisis menor al 10% a la concentracidn de 256 M. Mientras que, DMPC present6 >80%
de hemolisis en dicha concentracidn [30]. De igual manera sucedié con RPb, un segmento
de 16 residuos de aminoacidos N-terminal, que redujo la toxicidad hacia eritrocitos en

comparacion del péptido molde Ranatuerin-2Pb [31].

1.2. Planteamiento del problema

En la actualidad existe una alta resistencia a los antimicrobianos por el uso excesivo e
indebido de dichos farmacos tanto en el sector humano y sector animal. Esto ha permitido
la aparicién de microorganismos resistentes a multiples fdrmacos a un ritmo acelerado
[22,32,33]. A su vez ha provocado que los antibidticos se vuelvan menos efectivos para
tratar las distintas enfermedades infecciosas, lo que resulta en un problema de salud
mundial por las limitadas opciones de farmacos que existen actualmente. Provocando que
aquellas infecciones que antes eran tratables lleguen a producir incluso la muerte [33].
Una opcidn para combatir la resistencia antimicrobiana son los péptidos antimicrobianos.
Estas moléculas se han aislado de distintas especies pertenecientes a los 6 reinos de la
naturaleza y han mostrado una diversidad de funciones biolégicas como: actividad
antibacteriana, antifungica, antivirica, anticancerigena y moduladora dela respuesta
inmune [7,8,15,16,34]. Ademas, algunos péptidos antimicrobianos inducen baja toxicidad
hacia el hospedador y presentan un novedoso mecanismo de accion el cual desintegra la
membrana bacteriana. Este ultimo punto hace que las bacterias no desarrollen
resistencia facilmente debido a que es energéticamente desfavorable la produccién de una
nueva bicapa lipidica [5,8,16].

Por las ventajas que se mencionan anteriormente, los péptidos antimicrobianos son
considerados como candidatos prometedores a agentes antimicrobianos capaces de
reemplazar a los antibidticos convencionales [16]. Sin embargo, la mayoria de estas
moléculas no superan la fase preclinica debido a la baja estabilidad metabdlica, toxicidad
no deseada en las células hospedadoras, pérdida de actividad antimicrobiana en

condiciones fisioldgicas o degradacion proteolitica [34—-36].



1.3. Justificacion de la investigacion

Los péptidos antimicrobianos han sido ampliamente estudiadosy considerados como
novedosos agentes antimicrobianos para el tratamiento de enfermedades infecciosas. En
comparacion a los antibiéticos, estas moléculas tienen un rapido efecto y amplio espectro
de accion. Ademads, inducen baja tasa de resistencia [37]. Hasta la fecha, alrededor de 3000
péptidos antimicrobianos han sido aislados y caracterizados funcionalmente. Sin
embargo, solo 7 han sido aprobados por la FDA para su uso clinico, mientras que, otros 12
péptidos antimicrobianos estan siendo evaluados en las diferentes fases clinicas
[35,37,38]. Por lo tanto, se evidencia que esa transicién haciauna aplicacion
terapéutica estd siendo obstaculizada por ciertas limitaciones.

Los péptidos antimicrobianos, como cualquier otra molécula candidato a farmaco, deben
superar ciertos desafios incluyendo estabilidad del péptido, pérdida de actividad en
condiciones fisiolégicas relevantes y toxicidad [36]. Varias estrategias estan siendo
exploradas para superar estas limitaciones. Por ejemplo, el uso de aminoacidos no
naturales, modificacién del N-terminal o C-terminal conducen auna mejoraen la
estabilidad del péptido [18,39,40]. El aumento de la cationicidad incorporando arginina
o lisina en la secuencia nativa aumenta la actividad antimicrobiana [41-43]. Mientras que
reducir la longitud del péptido reduce la toxicidad en las células del hospedador y el costo
de la sintesis [30,39]. Con esto en mente, se plantea disefiar nuevos analogos
peptidicos con mayor potencia antimicrobiana y toxicidad reducida usando como
arquetipo CZS-1. Debido a que CZS-1 es altamente activo en contra de patégenos e inducen

baja hemolisis en la concentracion minima inhibitoria.

1.4. Objetivos de la investigacion
Objetivo General
Disefiar un andlogo de Cruzioseptina 1 (CZS-1) que presente actividad antimicrobiana mas
potente y hemdlisis reducida.
Objetivos Especificos
» Disefar, sintetizar y purificar al menos 3 analogos de CZS-1.
> Establecer la concentracién minima inhibitoria (MIC) y la concentracion minima
bactericida (MBC) de los analogos de CZS-1.
» Establecer la actividad hemolitica de los analogos de CZS-1.

> Determinar el mecanismo de accién mediante herramientas in silico.
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CAPITULO IlI: MARCO METODOLOGICO

2.1. Diseiio de nuevos analogos de Cruzioseptina-1

Cruzioseptina 1 (CZS-1) [7] fue usado como arquetipo para disefiar analogos mas potentes
y menos téxicos. En resumen, se investigd el efecto del incremento de cationicidad,
reduccidon o aumento de la hidrofobicidad y la reduccién de la longitud del péptido en la
actividad antimicrobiana y toxicidad de los nuevos analogos (Tabla 2). Los nuevos analogos
peptidicos fueron evaluados mediante herramientas in silico como iAMPPred
[44] (http://cabgrid.res.in:8080/amppred/index.html) para evaluar la actividad
antimicrobiana, HemoPI (https://webs.iiitd.edu.in/raghava/hemopi/index.php) para
predecir la actividad hemolitica y ToxinPred [45] para predecir la toxicidad. Finalmente, las
propiedades fisicoquimicas y el diagrama de rueda helicoidal fueron obtenidas

mediante HELIQUEST [46].

Tabla 2. Secuencia de los andlogos peptidicos de Cruzioseptina 1

Péptido Secuencia? Referencia
CZ5-1 GFLDIVKGVGKVALGAVSKLF (7]
[K4K15]CZS-1 GFLKIVKGVGKVALKAVSKLF
CZS-1[6-20] VKGVGKVALGAVSKL
[K8K10] VKGVGKVKLKAVSKL

@Todos los péptidos son amidados en el C-terminal. Los diferentes aminodcidos de [K8, K10]
en comparacion a CZS-1[6-20] son subrayados en rojo. Mientras que, los diferentes

aminodcidos de [K4K15]CZS-1 en comparacién a CZS-1 se marcaron con negrita.

2.2. Sintesis y caracterizacion de los analogos peptidicos

La sintesis de péptido se realizé mediante sintesis quimica en fase solida usando la
estrategia FMOC en un sintetizador automatico de péptidos por microondas (CEM
Corporation). La resina usada fue Fmoc Rink amide (HL), para la desproteccién de los grupos
aminos se uso6 piperidina 20%, para la activacion se usé diisopropilcarbodiimida (DIC) y
Oxyma base. Después de cada etapa de desproteccion y acoplamiento se realizé un lavado
con Dimetilformamida (DMF). Una vez sintetizado todo el péptido se escindié del soporte
sélido y se eliminaron todos los grupos protectores mediante una solucion acidica de 92.5%

acido trifluoroacético, 2.5% agua, 2.5% triisopropil silano, 2.5% 3,6-dioxa-1,8-octanoditiol



(DODT). Luego, el péptido se precipitd con éter dietilico. Posteriormente, se liofilizé a -80

°C.

Por otro lado, la pureza de los péptidos fue analizada por cromatografia liquida de alta
resolucién de fase reversa (Waters) acoplado a una columna C18 (250 x 4.6 mm, 5 um) con
un detector dual UV-VIS en el rango de 214 nm y 280 nm. En resumen, se pesé 1.5 mg de
péptido crudo y se disolvié en 500 pl de la solucién agua con &acido trifluoroacético
(99.95/0.05 v/v). La separacién se realizé mediante un gradiente lineal desde 70% fase
movil A (agua 99.95%, acido trifluoroacético 0.05%) a 100% fase movil B (acetonitrilo
99.95% vy 4cido trifluoroacético 0.05%) con un flujo de 1mL/min durante 40 minutos.
Ademas, se corroboré la masa molecular mediante MALDI-TOF MS (Axima Confidence,
Shimatzu). Para lo cual se colocé 1 ul de matriz a-CHCA (10mg/mL) y 1 ul de la muestra. Se

requiere una pureza mayor a 80% para realizar los ensayos antimicrobianos.

2.3. Purificacion de los nuevos andlogos y analisis por MALDI-TOF

La purificacion de [K4K15]CZS-1 se realizé mediante cromatografia flash (BUCHI) usando
una columna C18 (60 x 12 mm, 40 um, 4g) y un detector en el rango de 214 nm. En resumen,
se diluyd 10 mg del péptido en 800 pl de la soluciéon agua con acido trifluoroacético
(99.95/0.05 v/v). Posteriormente, se filtré en una membrana de 0.45 um. La separacion se
realizdé mediante un gradiente lineal desde 95% fase moévil A (agua 99.9%, acido
trifluoroacético 0.1%) a 100% fase movil B (acetonitrilo 99.9%, acido trifluoroacético 0.1%)
con un flujo de 2.5mL/min durante 25 minutos. El péptido purificado se liofilizé a -80° C
durante 3 dias y la pureza se analizé con la metodologia mencionada anteriormente, en la

seccion 2.2.

2.4. Ensayos bioldgicos

2.4.1. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CIM) y concentracion
minima bactericida (CBM)

La concentracion minima inhibitoria de los péptidos sintéticos se determind contra
Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923, y Candida albicans
(aislado clinico). En resumen, se realizaron diluciones seriadas de cada péptido en DMSQO
hasta obtener concentraciones de 1024, 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1 mg/L. Los

microorganismos fueron cultivados en Mueller Hinton Broth hasta obtener 10® UFC/ml.



Luego, las diluciones de los péptidos fueron mezcladas con la suspensidn bacteriana y se
colocd en una placa estéril de 96 pocillos. Como controles, se incluyeron DMSO en lugar
del péptido sintético y caldo Mueller Hinton en diferentes pocillos. Se realizaron 5 réplicas
por concentracién de péptido y el experimento se realizé por duplicado. Las placas de 96
pocillos se incubaron a 37°C durante 18 horas. Cada placa se leyd a una absorbancia de 550
nm en un lector de microplacas (GloMax® Discover, Promega). La concentracién minima
del péptido que no presentaba crecimiento inhibitorio se determiné como la concentracién
inhibitoria minima (CIM). Finalmente, se tomaron 10 ul de cada concentracién que no
presentaba visualmente crecimiento y se cultivaron en placas que contenian agar Mueller
Hinton. Se incubaron a 37°C durante 18 horas. La concentracién minima bactericida (CBM)

se determiné como aquella concentracién minima donde no crecié el microorganismo.

2.4.2. Ensayo hemolitico

La actividad hemolitica de los péptidos con actividad antimicrobiana se evalué con las
mismas concentraciones probadas en los ensayos antimicrobianos. En resumen, se
incubaron 200 pl de una suspensidn de gldbulos rojos al 2% de un donador humano sano
(Tipo B+) con 200 pl de cada concentracién de péptido (512-1 mg/L). Como control negativo
se agrego buffer fosfato salino en lugar de péptido, y como control positivo se afiadié una
solucion de buffer fosfato salino y Triton X-100 (2% v/v). Luego, se incubaron las muestras
a 37°C durante 120 min. Posteriormente, se centrifugd a 1000 rpm durante 5 minutos y los
sobrenadantes se transfirieron a una placa de 96 pocillos. La lisis de los glébulos rojos se
analizo en el lector de microplacas (GloMax® Discover, Promega) a una absorbancia de 550
nm. El control positivo se considera como la concentracidn que produce el 100% de

hemdlisis.

2.5. Calculo del indice de selectividad (1S)

Para determinar la selectividad de los péptidos en contra de las bacterias, el indice
terapéutico fue calculado. Los valores del indice de selectividad fueron determinados
mediante la relacion entre CHM/GM. Donde CHM es la concentracidn que produce 10% de
hemdlisis y GM es la media geométrica de las concentraciones inhibitoria minima en contra

de las bacterias testeadas.



2.6. Analisis in silico

2.6.1. Prediccion de los sitios de clivaje en los péptidos por proteasas
Se uso el programa PeptideCutter de ExPasy (https://web.expasy.org/peptide_cutter/)

para predecir los sitios de clivaje por las proteasas en la secuencia de los péptidos.

2.6.2. Modelamiento de la estructura 3D
La estructura tridimensional de los andlogos peptidicos se obtuvieron mediante la
herramienta I-TASSER y el modelo tridimensional obtenido se validé mediante un grafico

de Ramachandran [47].

2.6.3. Dinamica molecular

Se realizaron simulaciones de dinamica molecular de los andlogos peptidicos en dos
disoluciones diferentes: i) agua vy ii) SDS. Las moléculas que se usaran en cada sistema
pueden observarse en la Tabla 2. Los archivos requeridos para la simulacién serdn
generados mediante el servidor CHARMM-GUI y las simulaciones seran realizadas en
Gromacs [48] con el campo de fuerza CHARMM [49-51] Se agregardn iones Na* y Cl" para
simular las condiciones fisioldgicas a una concentracién de 0.15 M. Ademas, se usaran

condiciones de contorno periddicas y electrostatica Particle-Mesh-Ewald.

Por otro lado, el primer paso de la simulacidn sera la minimizacion de energia utilizando el
“steepest descent algorithm” y un parametro de convergencia de menos de 10 kJ mol*nm-
1. Para el equilibrio, se ejecutard dos simulaciones de conjuntos NVT y NPT de 500 ps cada
una. Se utilizardn termostato Nose-Hoover a 310,15 K y barostato Parrinello-Rahman a 1

bar, respectivamente.

Los sistemas equilibrados se someterdn a una simulacién de 10 ns, manteniendo las mismas
condiciones de temperatura y presion descritas anteriormente. Cabe mencionar que las
simulaciones son realizadas a 37°C permitiendo entender la estructura conformacional del
péptido a la temperatura similar a los ensayos in vitro. Finalmente, las trayectorias finales

obtenidas se analizaran utilizando las herramientas de Gromacs.
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Tabla 3. Sistemas péptido-agua y péptido-SDS generado por el servidor CHARMM-GUI

Sistema Modelo de agua  Campo de Fuerza
Péptido - 128 moléculas SDS TIP3 CHARMM36
Péptido - Agua TIP3 CHARMM36

2.6.4. Acoplamiento molecular

Se realizd un estudio de acoplamiento molecular para determinar el posible blanco
terapéutico de [K4K15]CZS-1. Con esto en mente, se mimetizd una membrana bacteriana
el servidor CHARMM-GUI [49,50,52]. Este modelo contiene una bicapa lipidica con lipidos
POPG y POPE en una proporcidn de 3: 1, respectivamente. Las estructuras tridimensionales
de los péptidos a usar fueron las obtenidas en el paso 2.6. Finalmente, se realizé un estudio
de acoplamiento molecular entre la membrana bacterianay el péptido utilizando Autodock
VINA [53]. La energia de interaccion entre la membrana y [K4K15]CZS-1 se expresé como

afinidad (kcal / mol).

2.7. Analisis estadisticos
Los datos fueron analizados mediante el andlisis de la varianza (ANOVA) y la prueba de
Tukey usando el programa estadistico GraphPad Prism 8. Los datos son presentados como

promedios * desviacidn estandar. P < 0.05 fue considerado como significante.

CAPITULO I1l: PRESENTACION DE DATOS Y RESULTADOS

3.1. Diseio de nuevos analogos peptidicos

En este estudio, el péptido antimicrobiano CZS-1 fue usado como arquetipo para disefiar tres
nuevos andlogos. Para estudiar el efecto de la reduccion de la longitud del péptido en la
actividad bioldgica, CZS-1[6-20] y [K8K10] fueron disefiados. CZS-1 [6-20], con una longitud
de 15 aminoacidos, abarca la posicion del aminoacido 6 hasta el aminoacido 20 del péptido
CZS-1. Mientras que, [K8K10] presenta una doble sustitucidn en comparacion a CZS-1 [6-
20], donde la glicina fue reemplazada por lisina en la posicion 8 y alanina fue reemplazada
por lisina en la posiciéon 10. Ademads, se disefidé [K4K15]CZS-1 para evaluar el efecto del
aumento de la cationicidad en la actividad bioldgica. [K4K15]CZS-1, con una longitud de 21
aminodcidos, presenta una doble sustitucién en comparacién a CZS-1, donde se reemplazo

el acido aspartico en la posicién 4 por lisina y la glicina en la posicién 15 por lisina.
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De acuerdo a las herramientas bioinformaticas (Tabla 4), los analogos peptidicos tienen una
alta probabilidad de ser antibacteriano y antifingico. Ademas, los analisis in silico predicen
una baja probabilidad de inducir hemolisis y toxicidad. Por otro lado, los péptidos disefiados
presentan mayor carga neta y menor hidrofobicidad (Tabla 5). El diagrama de rueda
helicoidal muestra que los péptidos son anfipaticos (Figura 1). Con esto en mente, los 3

péptidos fueron sintetizados para su evaluacion in vitro y caracterizacion estructural.

Tabla 4. Analogos peptidicos basados en Cruzioseptina 1.

iAMPPred
Péptido Antibacterial Antifungico HemoPi ToxinPred
CZzS-1[6-20] 0.97 0.83 0.46 No téxico
[K8K10] 0.98 0.87 0.50 No téxico
[K4K15]CZS-1 1 1 0.44 No toéxico

Tabla 5. Propiedades fisicoquimicas de los péptidos derivados de Cruzioseptina 1.
Hidrofobicidad, momento hidrofébico, carga a pH 7, y longitud fueron determinadas

mediante Heliquest.

Masa Momento Carga Longitud
Péptido Hidrofobicidad Ref.
(Da) Hidrofébico apH?7 (aa)
CZs-1 2117.60 0.581 0.472 +3 21 (7]
CZS-1[6-20] 1424.79 0.393 0.435 +4 15
[K8K10] 1553.01 0.240 0.410 +6 15
[K4K15]CZS-1  2201.8 0.523 0.528 +6 21
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A) CZ5-1[6-20] B) [K8K10] C) [K4K15]CZ5-1

Figura 1. Diagrama de rueda helicoidal de a) CZS-1[6-20], b) [K8K10] y c) [K4K15]CZS-1.
Residuos bdsicos se muestran en color azul, residuos no polares en amarillo y residuos

polares en morado. Residuos no cargados como alanina y glicina estan en gris.

3.2. Caracterizacion de los péptidos sintéticos y purificacion de [K4K15]CZS-1

La pureza de los péptidos posterior a la sintesis fue: 59.76% para CZS-1[6-20], 80.57% para
[K8K10] y 51.60% para [K4K15]CZS-1 (Anexo 1, 2 y 3). Ademas, se corroboré la identidad
molecular de estos péptidos mediante el espectro de masas obtenido en comparacién con
la masa tedrica calculada (Anexo 1, 2 y 3; Tabla 5). Después de la purificaciéon de
[K4K15]CZS-1 mediante cromatografia flash, el porcentaje de pureza fue analizado por

cromatografia liquida de fase reversa y mostrd una pureza de 97.55% (Figura 2).
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Figura 2. A) Espectro de masas y b) cromatograma de [K4K15]CZS-1 después de la
purificacion por cromatografia flash. [K4K15]CZS-1 tuvo un tiempo de retencion de 14.90

minutos y una pureza de 97.55%.
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Ensayos biolégicos

3.3. Actividad antimicrobiana y hemolitica de los andlogos de cruzioseptina 1

La actividad antimicrobiana de los péptidos fue determinada en contra de E. coli, S. aureus,
y C. albicans (Tabla 6). CZS-1[6-20] y [K8K10] no mostraron actividad en contra de los tres
microorganismos testeados. Mientras que, [K4K15]CZS-1 presentd una potente actividad
antimicrobiana con una concentracién inhibitoria minima (CIM) de 8 mg/L (3.63 uM) para
E. coli, 4 mg/L (1.81 uM) para S. aureus, y 32 mg/L (14.53 uM) para C. albicans. Ademas,
este péptido tuvo una concentracion bactericida minima (CBM) de 16 mg/L (7.26 uM) para

las bacterias testeadas y 128 mg/L (58.13 uM) para C. albicans.

Por otro lado, [K4K15]CZS-1 mostré una actividad hemolitica menor al 10% en la

concentracion que inhibia a la bacteria Gram positiva y Gram negativa. (Figura 3).

Tabla 6. Concentracion inhibitoria minima (CIM) y concentracién bactericida minima
(CBM) de los andalogos de cruzioseptina 1. Péptidos sintéticos fueron evaluados en contra

de una bacteria Gram positiva, bacteria Gram negativa y una levadura.

CIM [CBM] mg/L

E. coli S. aureus
Péptido C. albicans GM? CHM® IS¢ Ref.
ATCC 25922 ATCC 25923

Cz5-1 32 [32] 8 [16] 8 [32] 20 16 08 [7]
Cz5-1[6-20]  >1024 [ND] >1024 [ND] >1024[ND] ND  ND  ND
[K8K10] >1024 [ND] >1024 [ND] >1024[ND] ND ND  ND
[K4K15]CZS-1 8 [16] 4[16] 32 [128] 6 32 533

2 |L.a media geométrica de las CIM del péptido (GM) frente a las bacterias testeadas. ® CHM
se define como la concentracién hemolitica minima que causa el 10% de hemolisis en los
eritrocitos. € El indice de selectividad (IS) se define como el radio entre CHM y GM. Valores

mas alto de IS indican mayor selectividad del péptido. ND significa no determinado.
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Figura 3. Actividad hemolitica de [K4K15]CZS-1. [K4K15]CZS-1 induce una hemdlisis menor
al 10% en la concentracion que inhibe a las bacterias. El control positivo (Tritdn X-100) fue
considerado como el 100% de hemdlisis. (*) Existe una diferencia significativa comparado

al control positivo determinado por ANOVA (p < 0.001).

3.4. indice de selectividad de los péptidos en contra de las bacterias

Como se menciond anteriormente, el péptido cruzioseptina 1, es un péptido con alta
actividad antimicrobiana y actividad hemolitica moderada. Por lo tanto, el indice de
selectividad en contra de las bacterias es bajo (Tabla 6). Caso contrario sucedid con
[K4K15]CZS-1, un analogo con cationicidad aumentada e hidrofobicidad reducida, donde

mostré una selectividad mejorada con un valor de 5.33

Analisis in silico

3.5. Prediccidn de los sitios de clivaje en la secuencia de los péptidos

Los péptidos al estar constituidos de aminoacidos son vulnerables a las proteasas. De
acuerdo a la Tabla 7, CZS-1[6-20] probablemente es escindida por tripsina en los residuos
2, 6y 14. [K8K10] es escindida por tripsina en cinco sitios y por quimiotripsina en un sitio

de corte. Mientras que, [K4K15]CZS-1 es clivada por tripsina y quimiotripsina en 5 y 3 sitios

de corte, respectivamente.
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Tabla 7. Prediccidn de los sitios de corte por proteasas en la secuencia de los péptidos.
Los péptidos fueron analizados en contra de una proteasa bacteriana y dos proteasas con

funciones similares a aquellas localizadas en los distintos fluidos del cuerpo.

Posicion del residuo del sitio de corte 2

Peptidasa
Péptido Tripsina Quimiotripsina
estafilococica |
CZS-1[6-20] 2,6,14 N N
[K8K10] 2,6,8,10,14 9 N
[K4K15]CZS-1 4,7,11,15,19 2,3,14 N

@ Los sitios de cortes mostrados son aquellos con una probabilidad de >60%. N significa que

la proteasa no escinde al péptido.

3.6. Estructura tridimensional de los péptidos

La estructura 3D de los péptidos fue modelada por I-TASSER (Figura 4). CZS-1[6-20]
presenta una alfa hélice en su region N-terminal, mientras que los residuos aminoacidicos
6-15 muestran una estructura no definida. [K8K10] tiene una estructura no definida.

Mientras que, [K4K15]CZS-1 forma una a-hélice.

Por otro lado, los modelos tridimensionales fueron analizados por el diagrama de
Ramachandran (herramienta disponible en BIOVA Discovery Studio). Los resultados
demuestran que los residuos de los péptidos se encuentran en las regiones favorables o

permitidas, indicando la alta confiabilidad estructural de los modelos (Figura 4).
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A) CZ5-1[6-20] B) [K8K10] C) [KaK15]Czs-1

Leun N
Val

Figura 4. Modelos tridimensionales de a) CZS-1[6-20], b) [K8K10] y c) [K4K15]CZS-1
obtenidos mediante I-TASSER y grafico de Ramachandran visualizado mediante BIOVA
Discovery Studio. CZS-1[6-20] tiene una estructura a-helicoidal en el N-terminal, [K8K10]

muestra una estructura no definida y [K4K15]CZS-1 presenta una estructura a-helicoidal.

3.7. Dinamica Molecular

Las simulaciones de dindmica molecular fueron realizadas para una mejor comprension del
comportamiento de la estructura tridimensional de los péptidos sea en agua o SDS (Figura
X). CZS-1[6-20] y [K8K10] en ambos ambientes mostraron una estructura no definida
durante los 10 nanosegundos (Figura 5). Ademas, los andlisis de RMSD indican que las
estructuras de ambos péptidos en ambas soluciones se mantienen estable a lo largo de la
simulacion (Figura 6, 7). Mientras que, [K4K15]CZS-1 pierde una parte de su estructura o-
helicoidal en el sistema acuoso formando una estructura no definida en el C-terminal. Caso
contrario, sucedié en la micela de SDS donde conserva su estructura tridimensional.
Ademas, los analisis RMSD revelan una alta estabilidad del péptido en la micela SDS (Figura

7).
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Figura 5. Imagenes de la estructura tridimensional de CZS-1[6-20] (en celeste), [K8K10]
(en morado) y [K4K15]CZS-1 (en rojo) durante 10 nanosegundos. Se analizé en agua y SDS.
CZS-1[6-20] y [K8K10] presenta una estructura no definida durante los 10 nanosegundos
en ambas soluciones. Mientras que, [K4K15]CZS-1 mantiene su estructura a-helicoidal en

el ambiente de SDS.
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Figura 6. Representacion grafica del RMSD proveniente de las simulaciones de dinamica

molecular en agua. A) CZ5-1[6-20], B) [K8K10] y C) [K4K15]CZS-1.
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Figura 7. Representacion grafica del RMSD proveniente de las simulaciones de dindmica

molecular en SDS. A) CZS-1[6-20], B) [K8K10] y C) [K4K15]CZS-1.
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3.8. Acoplamiento molecular
El estudio de acoplamiento molecular muestra que existe una interaccidon y una alta
afinidad entre [K4K15]CZS-1 y la membrana bacteriana mimetizada (Figura 8). El valor de

docking del complejo péptido/membrana fue de -10.20 kcal/mol.

Figura 8. Interacciones de acoplamiento molecular entre [K4K15]CZS-1 (color celeste) y
la membrana bacteriana. A) Vista lateral y b) vista superior del complejo péptido

membrana. El valor de docking es de -10.20 kcal/mol.

CAPITULO IV: INTERPRETACION Y DISCUSION

4.1. Actividad antimicrobiana y hemolitica de los péptidos

El disefio racional de péptidos surge como una herramienta para mitigar las limitaciones,
como toxicidad, pérdida de actividad en condiciones fisiolégicas, degradacién proteolitica,

gue impiden su desarrollo con miras a una aplicaciéon terapéutica [30,54].

Cruzioseptina 1 (CZS-1), un péptido de 21 aminodcidos que fue aislado de C. calcarifer, por
su alto efecto antimicrobiano puede ser considerado para el desarrollo como farmaco
antibacteriano, antifungico y leishmanicida. Por ejemplo, este péptido tuvo una
concentracion inhibitoria minima de 8 mg/L para S. aureus, 32 mg/L para E. coli y 8 mg/L
para C. albicans. Sin embargo, a la CIM mas alta (32 mg/L) induce un 20% de hemdlisis

[7,13].

En este estudio, CZS-1 fue usado como arquetipo para disefiar nuevos analogos peptidicos

con mayor selectividad entre células procariotas y eucariéticas. En cuanto a la actividad
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antimicrobiana, iAMPPred predijo que los andlogos disefiados tendrian una alta
probabilidad de actividad en contra de bacterias y hongos. Sin embargo, los resultados
revelaron que CZS-1[6-20] y [K8K10] no mostraron actividad antimicrobiana en contra de

los patégenos testeados.

CZS-1[6-20] con una carga neta +4 y [K8K10] con una carga neta +6, presentaban
semejanzas como la longitud de la secuencia (15 aminodacidos) y la remocidn de GFLDI en
el N-terminal y F en el C-terminal en comparacion a CZS-1. Con esto en mente, se considera
que estos aminodacidos podrian ser esenciales en la actividad antimicrobiana del péptido.
En efecto, en nuestro laboratorio se sintetizé el péptido VKGVGKVKLKAVSKLF basado en
[K8K10] con una fenilalanina afiadida en el C-Terminal y mostro actividad antibacteriana en
contra de S. aureus y E. coli (Anexos 4 y 5, datos no publicados). Varios autores han
demostrado el importante rol que tiene la fenilalanina en la actividad antimicrobiana de
los péptidos [55,56]. Por ejemplo, Lee y colaboradores [57] disefiaron andlogos donde
sustituian fenilalanina por alanina o lisina y estos mostraban una reducida actividad

antimicrobiana en comparacién al péptido nativo.

Por otro lado, el anadlogo de CZS-1 que presentaba un incremento en la cationicidad,
[K4K15]CZS-1, mostrdé mayor potencia antimicrobiana en contra de S. aureus y E. coli. Este
resultado fue similar a varios andlogos que fueron disefiados a partir de péptidos de
anfibios y escorpiones [42,43,58—61]. Probablemente, el aumento en la carga positiva del
péptido conduciria a una mayor interaccién con la membrana bacteriana con carga
negativa [61,62]. Facilitando la permeabilizacién o disrupcion de la membrana, lo que
conlleva a la muerte de la bacteria. Ademas, la diferencia de la concentracién inhibitoria
minima en las bacterias testeadas se deberia a la composicion de la membrana, la cual varia

incluso en diferentes cepas de una misma especie [63].

Hoy en dia, las infecciones fungicas también son una gran amenaza para la salud humana
debido a que se asocian con una alta tasa de morbilidad y mortalidad [64]. Siendo las
especies de Candida las que producen el mayor nimero de casos a nivel mundial [65]. C.
albicans es un patdgeno oportunista que puede causar infecciones superficiales o
sistémicas, especialmente en pacientes inmunodeprimidos [66,67]. En este contexto,
[K4K15]CZS-1 ejercid actividad en contra de C. albicans. Sin embargo, la concentracion

inhibitoria minima fue dos veces menor en comparacién de CZS-1. Probablemente, esta
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reduccion en la actividad se debe a la disminucion de la hidrofobicidad en el analogo

disefado. Siendo este evento consistente en otros estudios previos [65,68].

La actividad hemolitica de los péptidos es considerada como uno de los principales
obstaculos en el desarrollo como farmaco. En vista de esto, [K4K15]CZS-1 presentd un bajo
efecto hemolitico (< 6%) en la concentracién que inhibia a E. coliy S. aureus. Incluso en las
concentraciones evaluadas (512-1 mg/L), este péptido induce una menor hemdlisis en
comparacion a CZS-1. Este hallazgo se correlaciona a la hipdtesis de varios autores, donde
una reduccién en la hidrofobicidad del péptido conlleva a una reduccién en la actividad
hemolitica [29,69,70]. Por otro lado, una terapia combinatoria sinérgica, (farmaco
antimicrobiano comercial + péptido antimicrobiano), puede ser usada como una estrategia
para reducir la toxicidad de los péptidos e incrementar el efecto antimicrobiano inhibiendo
un amplio espectro de patégenos a través de diferentes mecanismos de accion [68,71].
Ademas, se ha evidenciado que esta estrategia combinatoria tuvo la capacidad de re-
sensibilizar a S. aureus resistente a vancomicina y teicoplanina al efecto de vancomicina,

teicoplanina y oxacilina [72].

4.2. indice de selectividad

El indice de selectividad es un pardmetro empleado para determinar la afinidad que tienen
los péptidos. Este indice es obtenido mediante el cdlculo de la actividad hemolitica sobre
la concentracién inhibitoria minima, donde valores mas altos nos indican una mayor
especificidad en matar a los patégenos sin afectar a las células de mamiferos. De este
modo, la reduccidén en la hidrofobicidad y el aumento de la carga catidnica de [K4K15]CZS-

1 conllevd al incremento del indice de selectividad en mas de 5 veces.

4.3. Analisis in silico

Los péptidos antimicrobianos se clasifican de acorde a su estructura secundaria en: o-
hélice, hojas [, y estructura no definida (random coil) [34,73]. Los mas estudiados son los
o-hélice y se ha evidenciado que estos adoptan una conformacidon no definida en un
ambiente acuoso; mientras que, en un ambiente similar a membrana adoptan una
conformacion a-hélice [74]. Algunos ejemplos de péptidos antimicrobianos o-hélice
incluyen magaininas, temporinas y melitina [73]. En este sentido, las simulaciones de

dindmica molecular fueron realizadas en condiciones similares a los ensayos in vitro para

22



entender el comportamiento de la estructura secundaria de los péptidos tanto en agua
como en SDS durante 10 nanosegundos. Dando como resultado que, CZS-1[6-20] y [K8K10]
adoptaban una conformacién no definida en la solucidon acuosa y en la solucién similar a
membrana (SDS). Estos resultados podrian implicar la razén de la inactividad contra los
patdgenos testeados. Liu y colaboradores [75] argumentan que en un ambiente similar a
membrana los péptidos antimicrobianos adoptan una conformacién a-hélice permitiendo
su insercion en la membrana bacteriana. Mientras que, [K4K15]CZS-1 en un ambiente
acuoso mostraba que en la regidn C-terminal ningln elemento de la estructura secundaria
era formado (a-hélice u hojas 3), pero en SDS mantenia su estructura helicoidal. Este ultimo
resultado fue consistente a los presentados por Cardoso y colaboradores [76], sin embargo,

el tiempo de simulacion fue mucho mayor (100 nanosegundos).

Para un mejor desarrollo como alternativa a los antibidticos, el mecanismo de accion de
estas moléculas debe ser elucidado. Por las propiedades fisicoquimicas del péptido, se
hipotetiza que el mecanismo de accion de [K4K15]CZS-1 es la disrupcidn de la membrana
bacteriana. En efecto, esta hipdtesis se sustenta mediante con el resultado in silico de
acoplamiento molecular. El valor negativo de energia de unidn revela la gran afinidad que
tiene [K4K15]CZS-1 con la membrana bacteriana (POPG: POPE 3:1). Este mismo mecanismo
de accion ha sido propuesto y corroborado experimentalmente en varios péptidos

antimicrobianos aislados de anfibios [77-79].

4.4. Escision de los péptidos por las proteasas. Un enfoque in silico

La degradacion proteolitica de los péptidos es otro impedimento que debe superarse para
su éxito en el uso sistémico. Por ejemplo, existe una gran variedad de proteasas en los
distintos fluidos del cuerpo (plasma sanguineo, mucosa intestinal y tracto gastrointestinal)
afectando la estabilidad del péptido y posteriormente la pérdida de la potencia
antimicrobiana [36,59,80]. Acorde a los datos obtenidos in silico, tripsina y quimiotripsina
tiene una probabilidad mayor al 60% de escindir a [K4K15]CZS-1 en 5 y 3 sitios,
respectivamente. Esto se debe a que tripsina presenta una alta especificidad por arginina
y lisina. En cambio, quimiotripsina reconoce y escinde residuos aromaticos [28]. Varias
proteasas con una accion catalizadora similar a la tripsina, como carboxipeptidasa U (EC
3.4.17.20) o lisina carboxipeptidasa (EC 3.4.17.3), se encuentran en el plasma sanguineo

[81]. Ademas, las proteasas secretadas por patégenos bacterianos también afectan a los
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péptidos antimicrobianos como aureolisina, peptidasa | o proteasa V8 secretada por S.
aureus o elastasa secretada por P. aeruginosa [28,36]. Siendo este un mecanismo de
resistencia que tienen las bacterias en contra de los péptidos antimicrobianos [82]. De este
modo, el uso de aminoacidos no naturales, ciclacidn del péptido, acetilacion del C-terminal,

o incorporacidn con nanoparticulas ayudarian a superar esta barrera [18,36].

CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El disefio racional de péptidos puede superar los obstaculos que presentan estas moléculas
en su desarrollo como medicamento. En este estudio, el aumento de la cationicidad y la
reduccion de la hidrofobicidad permitié que [K4K15]CZS-1 muestre una mayor selectividad
en matar a los patdégenos bacterianos sin lisar a los eritrocitos humanos. Ademas, mediante
estudios in silico se propone a la membrana bacteriana como el posible blanco molecular
gue tienen estas moléculas. En ese sentido, los futuros trabajos se deben concentrar en
corroborar experimentalmente el mecanismo de accién que tiene [K4K15]CZS-1.
Adicionalmente, la evaluacion de la estabilidad y de la actividad antimicrobiana del péptido

en condiciones fisioldgicas relevantes.
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Anexo 1. Cromatogramas y espectro de masas de CZS-1[6-20] obtenido después de la

sintesis quimica. CZS-1[6-20] tuvo un tiempo de retencidn de 13.76 minutos.
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Anexo 2. Cromatogramas y espectro de masas de [K8K10] obtenido después de la sintesis

quimica. [K8K10] tuvo un tiempo de retencidn de 14.78 minutos
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Anexo 3. Cromatogramas y espectro de masas de [K4K15] obtenido después de la sintesis

quimica. [K4K15] tuvo un tiempo de retencién de 15.96 minutos

Anexo 4. Analisis exploratorio de la actividad antibacteriana de K8K10F (secuencia:
VKGVGKVKLKAVSKLF) en contra de E. coli. AMP: ampicilina (1 mg/mL), DMSO es el
solvente que se uso para diluir el péptido, K8K10F en una concentracion de 1024mg/L.
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Anexo 5. Andlisis exploratorio de la actividad antibacteriana de K8K10F (secuencia:
VKGVGKVKLKAVSKLF) en contra de S. aureus. AMP: ampicilina (1 mg/mL), DMSO es el
solvente que se uso para diluir el péptido, K8K10F en una concentracion de 1024mg/L.
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