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RESUMEN 

 

Los anfibios secretan un coctel químico rico en moléculas bioactivas, como: alcaloides, 

aminas y péptidos bioactivos, que cumplen un rol defensivo. Los péptidos bioactivos 

presentan diversas actividades biológicas, tales como: antimicrobiana, anticancerígena, 

antiviral, entre otros. En este sentido, los péptidos bioactivos son de interés biomédico 

porque pueden dar lugar al desarrollo de nuevos fármacos. Además, el uso 

indiscriminado de fármacos, la liberación de compuestos tóxicos en las aguas y suelos, 

el desarrollo industrial, entre otros, ha provocado la aparición de microorganismos 

farmacorresistentes convirtiéndose en una grave amenaza para la salud pública y ha 

generado la necesidad de identificar nuevos tipos de fármacos. En este estudio 

analizamos la actividad antimicrobiana en las fracciones obtenidas por cromatografía 

líquida de alta eficiencia (HPLC) de la secreción cutáneas de Lithodytes lineatus. 

Adicionalmente, caracterizamos la estructura primaria de cinco nuevos péptidos 

mediante clonaje molecular y espectrometría de masas en tándem. Entre ellos, el 

péptido Lineatina-2 fue sintetizado y se determinó su concentración inhibitoria mínima 

(CMI), concentración bactericida mínima (CMB) y actividad hemolítica. Lineatina-2 es 

un péptido catiónico α-helicoidal que mostró una buena actividad antimicrobiana en 

contra de Escherichia coli (CMI = 6,5 µM), Staphylococcus aureus (CMI = 1,6 µM) y 

Candida albicans (CMI = 12,9 µM) y una concentración hemolítica media (CH50) de 45,7 

µM. En este estudio se evidencia la importancia de investigar especies inexploradas 

para descubrir la diversidad molecular que se esconde en ellas y descubrir moléculas 

potenciales para el desarrollo de nuevos fármacos.  

Palabras claves: secreciones cutáneas, Lithodytes lineatus, resistencia microbiana, 

clonación molecular, péptidos antimicrobianos. 
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ABSTRACT 

 

Amphibians secrete a chemical cocktail rich in bioactive molecules, such as: alkaloids, 

amines, and bioactive peptides, which play a defensive role. Bioactive peptides show 

diverse biological activities, such as: antimicrobial, anticancer, antiviral, among others. 

In this sense, bioactive peptides are of biomedical interest because they can lead to the 

development of new drugs. In addition, the indiscriminate use of drugs, the release of 

toxic compounds in water and soil, industrial development, among others, has led to the 

emergence of drug-resistant microorganisms, which have become a serious threat to 

public health, and have generated the need to identify new types of drugs. In this study, 

we analyzed the antimicrobial activity in the fractions obtained by high-performance liquid 

chromatography (HPLC) of the cutaneous secretion of Lithodytes lineatus. In addition, 

we characterized the primary structure of five novel peptides by molecular cloning and 

tandem mass spectrometry. Among them, Lineatina-2 peptide was synthesized and its 

minimal inhibitory concentration (MIC), minimal bactericidal concentration (MBC), and 

hemolytic activity were determined. Lineatina-2 is cationic α-helical peptide that showed 

good antimicrobial activity against Escherichia coli (MIC = 6,5 µM), Staphylococcus 

aureus (MIC = 1,6 µM) and Candida albicans (MIC = 12.9 µM) and a mean hemolytic 

concentration (CH50) of 45.7 µM. This study evidence the importance of researching 

unexplored species to discover the molecular diversity hidden on them and discover 

potential molecules to the discovery of novel drugs. 

Keywords: skin secretions, Lithodytes lineatus, microbial resistance, molecular cloning, 

antimicrobial peptides.
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CAPÍTULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACIÓN 

1.1. Antecedentes 

Los anfibios son capaces de desarrollarse en ambientes terrestres y acuáticos, por lo 

que su piel está en constante exposición a diferentes entornos cargados de 

microorganismos patógenos, parásitos y predadores que pueden afectar negativamente 

la integridad de la piel de los anfibios [1,2]. Por ende, los anfibios han desarrollado un 

sistema de defensa basado en la producción de compuestos químicos que forman parte 

de su sistema inmune innato y favorecen su supervivencia [1–4]. Dichos compuestos 

químicos no son solamente útiles para los anfibios, sino que, además, podrían serlo 

para el ser humano, ya que, han sido ampliamente estudiados describiendo una gran 

variedad de actividades biológicas de interés terapéutico [2,5,6]. 

Además, la piel cumple funciones importantes en la supervivencia de los anfibios, por lo 

cual necesitan un sistema de defensa que actúe rápido en la superficie [7,8]. Por ende, 

en la piel de los anfibios existen dos glándulas principales: las glándulas mucosas que 

se encargan de mantener la piel húmeda y las glándulas granulares que secretan 

compuestos químicos para su defensa [5,7,9]. Por lo tanto, las secreciones cutáneas de 

los anfibios albergan una amplia gama de compuestos químicos de amplio espectro, 

tales como: alcaloides, aminas, proteínas, mucinas, ácidos nucleicos, fragmentos de 

péptidos asociados al procesamiento de prohormonas y péptidos bioactivos [5,9–12]. 

Estos últimos han demostrado ser el componente principal en la defensa contra 

predadores, microorganismos patógenos y reparación de heridas de la piel de los 

anfibios [2,13,14]. 

Varios estudios han demostrado que los péptidos bioactivos identificados a partir de las 

secreciones cutáneas de los anfibios se pueden considerar como una auténtica 

farmacia, dado que, presentan una amplia variedad de actividades biológicas. Estas 

actividades biológicas pueden ser: antibacteriana, antitumoral, antifúngica, 

antiparasitaria, antiinflamatoria, inmunomodulatoria, entre otras actividades [2,5]. 

1.1.1. Péptidos antimicrobianos 

Los péptidos antimicrobianos (AMPs, por sus siglas en inglés) son cadenas cortas de 

aminoácidos que facilitan su almacenamiento y movilización para neutralizar infecciones 

[6,15]. Por ende, los AMPs se encuentran distribuidos en órganos y tejidos expuestos a 

patógenos, por lo que, se expresan y liberan ampliamente en superficies epiteliales y en 

sitios de potencial infección [16,17]. 
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Por un lado, la estructura primaria de los AMPs no exhibe dominios invariables que estén 

asociados con la actividad biológica, no obstante, estas moléculas están asociadas 

entre sí por ciertas características fisicoquímicas comunes [3,4,17,18]. La mayoría de 

los AMPs son relativamente pequeños de aproximadamente 5 a 100 aminoácidos, a la 

par, presentan una carga neta positiva, debido a la presencia de múltiples residuos de 

arginina y lisina [3,4,6]. Además, la mayoría de estas moléculas son anfipáticas e 

hidrofóbicas debido a la presencia de al menos 50% de aminoácidos hidrofóbicos [18–

20]. Así mismo, la mayoría de estas moléculas son lineales y tienen un gran potencial 

de formar estructuras α-hélices u hojas-β anfipáticas, esta conformación estructural a 

menudo está inducida por la interacción con los fosfolípidos de la membrana de la célula 

diana [19,20]. 

1.1.2. Mecanismos de acción 

Los AMPs muestran múltiples mecanismos de acción y a pesar de que estos provienen 

de diferentes fuentes se han descrito semejanzas en ciertas vías de acción [6,21]. Por 

ejemplo, la interacción entre los AMPs y las células diana es el producto de la atracción 

electrostática en donde los péptidos catiónicos interactúan con los componentes de 

carga negativa en la superficie de las células bacterianas [22,23]. En este punto el 

mecanismo de acción de los péptidos diverge y se los clasifican en AMPs activos de 

membrana, si hay perturbación de la integridad de la membrana citoplasmática, y AMPs 

intracelularmente activos si existe la translocación del péptido al citoplasma [6,16,20,22–

24]. 

Los AMPs activos de membrana tienen su primera interacción con el microrganismo por 

atracción electrostática. Dado que, los péptidos al ser catiónicos son atraídos por las 

superficies aniónicas de las bacterias, ya sea por los ácidos teicoicos en Gram positivos 

o lipopolisacáridos en Gram negativos [23–25]. Esta interacción ocasiona que ciertas 

zonas de la membrana externa del microorganismo se desestabilicen y generen poros 

hidrofóbicos, que provocan la pérdida de material citoplasmático, causando la muerte 

de los microrganismos [20,24–26]. Mientras que, los AMPs intracelularmente activos 

que logran penetrar la membrana, tienden a acumularse en el interior e interferir con los 

procesos metabólicos, incluyendo la síntesis de los componentes celulares de vital 

importancia, duplicación de ADN, traducción y plegamiento de proteínas, síntesis de la 

pared celular y el recambio metabólico [6,16,20,22–24]. 

1.1.3. Péptidos identificados en la familia Leptodactylidae 
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Por otro lado, hasta el 2019, se han reportado más de 4325 péptidos biológicamente 

activos [27]. Y, de acuerdo con Xu y Lai (2015) se han descrito más de 2000 péptidos, 

agrupados en más de 100 familias diferentes de péptidos [2]. Además, dado que los 

AMPs de los anfibios presentan un rápido efecto letal y una amplia actividad 

antimicrobiana, han despertado el interés como una nueva fuente potencial de 

antimicrobianos, especialmente contra patógenos resistentes [19]. 

Por ello, la búsqueda de compuestos bioactivos con potencial uso biomédico abarca 

una amplia variedad de anuros, principalmente de las familias Hylidae, Ranidae, 

Dendrobatidae y Leptodactylidae [28]. En esta última familia, en el Ecuador se hallan 5 

de los 13 géneros de anfibios con los que cuenta, además, estos géneros se encuentran 

en tres subfamilias: Leiuperinae, Leptodactylinae y Paratelmatobiinae [29,30]. De la 

subfamilia Leptodactylinae se han descrito varios péptidos con una variada actividad 

biológica, entre ellas la antimicrobiana. Estos péptidos biológicamente activos se 

encuentran descritos dentro de las familias de péptidos: ocelatinas, taulinas, plasticinas 

y leptoglicinas [2,13,14,31–35]. 

Las ocelatinas son péptidos que contienen residuos altamente conservados, pues 

presentan una Gly1, Asp4, Lys7, Lys11, His16 y Lys20 [36]. La mayoría de los péptidos 

descritos de esta familia muestran una actividad antimicrobiana débil, en contra de: 

Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Klebsiella pneumoniae, y una baja actividad 

hemolítica [14,31,33,37–39]. Entre ellos se describen los siguientes: ocelatina-1 a 

ocelatina-11 caracterizada de Leptodactylus ocellatus; ocelatina-PT1 a ocelatina-PT8 

de L. pustulatus; ocelatina-S de L. syphax; ocelatina-1I y ocelantina-2I de L. insularum; 

ocelatina-1N y ocelatina-2N de L. nesiotus; ocelatina-V1 a ocelatina-V3 de L. validus; 

ocelatina-L de L. laticeps; y ocelatina-P de L. pentadactylus [14,31,33,37–41]. Además, 

el péptido ocelatina-L tambien presenta actividad en contra de Candida albicanas y el 

péptido ocelatina-P exhibe anticancerígena en la línea celular del melanoma murino 

B16F10 [13,42]. Por otra parte, los péptidos ocelatina-4 a ocelatina-6 de L. ocellatus son 

inactivos en contra de E. coli y S. aureus [14]. 

Las taulinas son péptidos que se caracterizan por ser ricos en Gly/Leu [34]. Además, 

hasta la fecha sólo se han descrito cuatro péptidos a partir de las secreciones de 

Pleurodema thaul. El péptido taulina-1 es el único de su familia que presenta una 

moderada actividad antimicrobiana en contra de E. coli, S. aureus y K. pneumoniae, 

además, muestra baja tasa de citotoxicidad en contra de células humanas y animales 

[34]. 
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Las plasticinas son péptidos antimicrobianos que se caracterizan por tener dos Gly 

conservadas en la posición 1 y 4 [35]. La plasticina-L1 fue descrita a partir de las 

secreciones de L. laticeps y tiene la inusual actividad de liberar insulina de las líneas 

celulares BRIN-BD11 β clonales de rata [35,43]. 

Hasta la fecha, sólo se ha descrito una leptoglicina de L. pentadactylus [44]. La 

leptoglicina es un péptido antimicrobiano selectivo únicamente para bacterias Gram 

negativas, debido a que inhibe a Pseudomona aeruginosa, E. coli y C. freundii [14,44]. 

1.1.4. Rana Lithodytes lineatus (Anura: Leptodactylidae) 

La mayoría de los péptidos previamente descritos provienen de especies que 

pertenecen a la subfamilia Leptodactylinae [29]. En esta subfamilia se encuentra la única 

especie descrita en el género Lithodytes [29,30]. L. lineatus es una especie de anuro 

terrestre que habita zonas de bosque húmedo primario y secundario [30,45]. Además, 

esta especie se encuentra presente en la cuenca amazónica que abarcan los países de 

Venezuela, Colombia, Ecuador, Perú, Bolivia, Brasil y las Guyanas [30,46–48]. En el 

Ecuador, se ha reportado especímenes en las provincias de Sucumbíos, Napo, 

Orellana, Pastaza, Morona Santiago y Zamora Chinchipe [30]. 

L. lineatus es un anuro mediano, además, los machos se diferencian de las hembras 

por su tamaño, dado que, los machos llegan a medir de 33-45 milímetros y las hembras 

de 44-56 milímetros [30,45]. Por otro lado, su dorso y flancos son negros y presenta un 

par de rayas dorsolaterales que se originan en la punta del hocico hasta la ingle [30]. 

Las rayas dorsolaterales varían ente el color amarillo y bronce, en los juveniles son 

amarillo cremosas y en adultos bronce-dorada [45]. Además, las superficies dorsales en 

las extremidades inferiores presentan una tonalidad marrón pálido con maracas 

transversales en marrón oscuro. El iris de esta especie se caracteriza porque presenta 

un color bronce oscuro con reticulaciones y una banda horizontal cafés oscuras 

[30,45,47], véase Figura 1. 
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Figura 1: Ejemplar de L. lineatus. Esta especie de anuro se distribuye ampliamente en 

la cuenca amazónica y se caracteriza por su dorso negro y rayas dorsolaterales que 

varía entre amarillo-bronce. 

Fuente: Ron y FaunaWebEcuador, 2022 [30]. 

Es una especie con actividad diurna y su reproducción está asociada a hormigas 

cortadoras de hojas (Atta cephalotes) [46–48]. Esta especie deposita sus huevos en un 

nido de espuma que se encuentra en pozos superficiales o subterráneo [30,48]. Los 

renacuajos son rosados y su cuerpo se encuentra vascularizada para captar el escaso 

oxigeno presente en su hábitat (pozos de agua) [30,48]. 

1.2. Planteamiento del problema 

El incremento de la resistencia antimicrobiana a los fármacos convencionales se asocia 

principalmente al uso indebido y excesivo de fármacos, la liberación de compuestos 

tóxicos en las aguas y suelos, el desarrollo industrial, el crecimiento urbanístico, la 

ingesta de fármacos antimicrobianos en alimentos y la transmisión de microorganismos 

resistentes de los animales [49–55]. Esto ha provocado que los antibióticos se vuelvan 

menos efectivos, ocasionando que cada vez nos quedemos sin alternativas terapéuticas 

para tratar las enfermedades infecciosas [27,49,51]. Además, la resistencia a los 

antimicrobianos se ha convertido en un desafío creciente y constituye una amenaza 

para la salud. Debido a que, los pacientes corren el riesgo de tener resultados clínicos 

adversos, como: la prolongación de una enfermedad infecciosa puede llegar a producir 

la muerte. Incluso los costos hospitalarios se incrementan, dada la necesidad de utilizar 

dosis más altas, no obstante, las bajas condiciones socioeconómicas de muchas 

familias no les permiten acceder a estos tratamientos, ocasionando que aumente la 

mortalidad [50,52,55]. 
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Por otro lado, la Organización Mundial de la Salud (OMS) a través de su Sistema 

Mundial de Vigilancia Antimicrobiana realizó un estudio en 22 países donde evidenció 

la resistencia generalizada de: E. coli, K. pneumoniae, S. aureus, Streptococcus 

pneumoniae y Salmonella spp. [55,56]. Dado que, la resistencia a los antibióticos en 

todo el mundo se está acercando a niveles peligrosos, la OMS promueve que los 

gobiernos establezcan políticas que incentiven la investigación y desarrollo (I+D) de 

nuevos fármacos [52]. Además, en el Ecuador, el Instituto Nacional de Investigación en 

Salud Pública (INSPI) determinó que las especies de bacterias más resistentes son: E. 

coli, K. pneumoniae, S. aureus, Acinetobacter baumannii, P. aeruginosa, Enterococcus 

faecalis y E. faecium [57,58]. 

Bajo esta problemática, es imperativo la búsqueda de nuevos compuestos con actividad 

antimicrobiana. La naturaleza es por excelencia una importante fuente de estos 

compuestos bioactivos [59]. Dado que, los organismos en su hábitat se han visto 

obligados a desarrollar estrategias para su defensa o competencia, de esta forma se 

puede obtener compuestos bioactivos en las plantas, organismos marinos, 

microorganismos, hongos, insectos, anfibios, entre otros [12,20,59]. 

1.3. Justificación de la investigación 

El potencial farmacológico de las secreciones cutáneas de los anfibios ha sido 

ampliamente descrita y caracterizada mundialmente [2]. Además, la piel de los anfibios 

han demostrado ser una fuente importante de moléculas con valor biomédico, útiles para 

el desarrollo de nuevos antimicrobianos [5,9–12]. Así mismo, a pesar de la alta 

diversidad de anfibios que posee el Ecuador (658 especies), muy pocos estudios se han 

realizado en torno al potencial biomédico de los AMPs [30]. Con esto en mente, Ecuador 

no puede quedar exento de realizar investigaciones en este campo. 

Dicho esto, Lithodytes lineatus es una especie de rana perteneciente a la subfamilia 

Leptodactylinae, de la cual se han descrito péptidos con actividad antimicrobiana en 

especímenes, como: Leptodactylus ocellatus, L. lantrans, L. labyrinthycus, Physalaemus 

nattereri, L. pustulatus, L. nesiotus, entre otros [14,36,37,39,40,60,61]. Así mismo, un 

estudio exploratorio realizado en el parque “La Isla” Tena-Ecuador, demostró que las 

secreciones cutáneas de 4 especies de anfibios: Scinax ruber, L. lineatus, L. 

discodactylus y Dendropsophus rhodopeplus presentan actividad antimicrobiana en 

contra de al menos un microorganismo (ya sea bacteria u hongo). Entre ellas, las 

secreciones de L. lineatus mostraron amplios espectros de actividad (inhibiendo a 6/8 

microorganismos analizados) y por ello fue elegida para este estudio [62]. Cabe recalcar 
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que, el perfil peptídico de la secreción cutánea de L. lineatus no ha sido investigado; por 

lo tanto, la caracterización estructural y biológica de sus compuestos significa una 

oportunidad inestimable de descubrir y describir nuevos compuestos químicos 

biológicamente activos, con potencial aplicación farmacéutica.  

1.4. Objetivos de la investigación 

1.4.1. General 

Analizar la actividad antimicrobiana de las secreciones cutáneas de Lithodytes lineatus 

y caracterizar la estructura primaria de un péptido que presente actividad antimicrobiana 

1.4.2. Específicos 

• Evaluar la actividad antibacterial y antifúngica de las fracciones aisladas por 

cromatografía líquida de alta eficiencia (HPLC) en contra de E. coli, S. aureus y C. 

albicans  

• Caracterizar la estructura primaria de cinco péptidos presentes en las secreciones 

de L. lineatus mediante clonación molecular 

• Sintetizar un péptido antimicrobiano y determinar la potencia y actividad 

bacteriostática o bactericida en contra de E. coli, S. aureus y C. albicans 

• Determinar el grado de hemolisis del péptido sintetizado
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CAPÍTULO II: MARCO METODOLÓGICO 

2.1. Recolección de especímenes de Lithodytes lineatus 

En este estudio se emplearon seis especímenes de L. lineatus: cinco adultos silvestres 

recolectados en diferentes localidades de la provincia de Napo y un espécimen adulto 

cautivo proporcionado por el Centro Jambatu de Investigación y Conservación de 

Anfibios (véase Tabla S1, anexos). Todos los individuos colectados fueron 

transportados al laboratorio de Biología Molecular y Bioquímica de la Universidad 

Regional Amazónica Ikiam para la extracción de las secreciones cutáneas. Una vez que 

se obtuvieron las secreciones crudas, los especímenes fueron devueltos a su hábitat 

natural. Finalmente, el permiso para el acceso a los recursos genéticos fue 

proporcionado por el Ministerio del Ambiente, Agua y Transición Ecológica (MAE), bajo 

el contrato marco: MAE-DNB-CM-2016-0051. 

2.2. Extracción de las secreciones cutáneas de Lithodytes lineatus 

Las secreciones cutáneas de L. lineatus fueron extraídas mediante estimulación manual 

por medio de un masaje suave en la zona dorsal del espécimen. Luego, las secreciones 

blanquecinas se lavaron con agua destilada. Las muestras obtenidas se congelaron 

inmediatamente y se almacenaron a -80°C durante 24 horas. Finalmente, las muestras 

se liofilizaron y almacenaron a -20°C. 

2.3. Fraccionamiento de las secreciones cutáneas de L. lineatus 

2.3.1. Fraccionamiento por HPLC en fase reversa de la secreción total 

La secreción liofilizada fue fraccionada mediante cromatografía líquida de alta eficiencia 

en fase reversa (RP-HPLC de Waters). Primero, se pesaron 3 mg de la secreción y se 

disolvieron en 200 µL de Buffer A (H2O al 99,95%, ácido trifluoroacético TFA al 0,05%), 

luego se clarificó por centrifugación a 16000 g (fuerza G o RCF: fuerza centrífuga 

relativa) durante 10 minutos y se filtró con una membrana de 0,22 µm (Fisherbrand 

Sterile Syringe PES, Acrylic). Seguidamente, 50 µL de la muestra filtrada se sometió a 

RP-HPLC empleando un sistema de HPLC con un detector dual UV-Vis 12 2489 en el 

rango de 214 y 280 nm, bombas e inyector 2545, colector de fracciones III (Waters, 

USA) y equipado con una columna analítica C-18 (Phenomenex Jupiter; 4,6 × 250 mm). 

Los péptidos eluyeron con un gradiente lineal formado por 95% del buffer A y 5% del 

buffer B (acetonitrilo ACN al 99,95%, TFA al 0,05%) hasta el 100% del buffer B, durante 

120 minutos a un caudal de 1 mL/min. La recolección de las fracciones se realizó 
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manualmente para cada pico visualizado en el cromatograma. Finalmente, se realizó 

alícuotas de 200 µL de cada fracción y las muestras se guardaron a 4°C. 

2.3.2. Actividad antimicrobiana de las fracciones de RP-HPLC 

Se realizaron ensayos de actividad antimicrobiana empleando las fracciones obtenidas 

por RP-HPLC. Para lo cual, 200 µL de cada fracción se concentraron al vacío durante 3 

horas a 21°C. Luego, las muestras fueron resuspendidas en 20 µL de solución salina 

tamponada con fosfato (PBS). Previamente, se reanimaron E. coli, S. aureus y C. 

albicans, para lo cual se transfirió 100 µL de un cultivo crio conservado en 15 mL de 

Caldo Mueller Hinton (MHB) y se incubó durante toda la noche a 37°C con agitación a 

150 rpm. Luego, se transfirieron 500 µL de cada medio de cultivo, a una nueva botella 

con 20 mL de MHB y se incubó con agitación a 150 rpm (revoluciones por minuto) y 

37°C hasta obtener 1 x 106 UFC/mL (unidades formadoras de colonia por cada mililitro). 

Para el ensayo, se inocularon 20 µL del microorganismo en una placa Petri con Agar 

Mueller Hinton (MHA), el inóculo se distribuyó homogéneamente con un hisopo estéril. 

Seguidamente, con una pipeta Pasteur se retiraron 27 tampones de agar de cada placa. 

En cada pocillo se agregaron 2 µL de cada fracción, este ensayo se realizó por triplicado 

para cada microorganismo y como control negativo se empleó PBS. Finalmente, las 

placas se incubaron a 37°C durante toda la noche y se visualizó la actividad 

antimicrobiana a través de la formación de halos de inhibición. 

2.3.3. Espectrometría de masas MALDI-TOF de las fracciones con actividad 

antimicrobiana 

Las masas moleculares de las fracciones cromatográficas con actividad antimicrobiana 

se analizaron mediante espectrometría de masas MALDI-TOF (Desorción/ionización por 

láser asistida en matriz acoplada a un detector de tiempo de vuelo) en modo reflectrón 

positivo, en un espectrómetro de masas Axima Performance (Shimadzu). Para ello, se 

colocaron 2 µL de cada fracción más 1 µL de matriz (ácido α-ciano-4-hidroxicinámico 10 

mg/mL) en la placa de muestras MALDI y se dejaron secar. Posteriormente, se 

analizaron las fracciones con los siguientes ajustes del equipo: el rango del espectro de 

masas fue de 1000 a 5000 Da, número de disparos del láser 2/espectro y una potencia 

de 40 V. 

2.4. Clonaje Molecular 

2.4.1. Extracción del ARNm de las secreciones totales de L. lineatus 
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El ARN total de las secreciones se extrajo mediante el kit SV Total RNA Isolation 

System. En resumen, 5 mg de la secreción liofilizada fueron diluidos en 175 µL del buffer 

de lisis y se homogenizó. Luego, se agregaron 350 µL del buffer de dilución, 

inmediatamente se incubó a 70°C durante tres minutos y se centrifugó a 14000 g durante 

10 min. El ARN total se separó empleando una columna de centrifugado, para lo cual 

se agregaron 50 µL del buffer de incubación de DNasa y se incubó a 21°C durante 15 

min. Luego se añadieron 200 µL del buffer de Stop DNasa y se centrifugó a 14000 g 

durante 1 min. El ARN total se recuperó con un lavado con 100 µL agua libre de 

nucleasas. Por otro lado, para recuperar el ARNm se utilizó el Kit PolyATtract® mRNA 

Isolation Systems. En resumen, al ARN total se agregaron 3 µL de Oligo-dT biotinilados 

y 13 µL 20X SSC; y se incubó a 21°C durante 10 min. El ARNm poliadenilado se separó 

utilizando partículas paramagnéticas acopladas a estreptavidina, se incubó a 21°C 

durante 10 min y se lavó con el buffer 0,1X SSC. El ARNm se recuperó con 40 µL agua 

libre de nucleasas (dos lavados de 20 µL). Finalmente, el ARNm total aislado se 

almacenó a -80°C hasta su uso. 

2.4.2. Construcción de las librerías 3’ADNc 

Se efectuó la transcripción reversa de 4 µL del ARNm previamente extraído, esto 

permitirá obtener la cadena 3'ADNc. Para ello, la muestra de ARNm del paso anterior 

fue concentrada al vacío hasta un volumen de 20 µL. Luego se utilizó el kit GoScript™ 

Reverse Transcription System para preparar el ADNc. En resumen, 4 µL del ARNm y 1 

µL del primer 3'CDS 20 μM (5'-AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GTA CT30V N-3'; 

V = A, C, o G, N = A, T, C, o G) se incubaron a 70 °C durante 5 minutos en el 

termociclador. Luego, se añadieron 15 µL de la Master Mix preparada con: 5,8 µL H2O, 

4 µL Buffer GoScript 5X, 3,2 µL MgCl2 5 mM, 1 µL dNTPs 10 mM y 1 µL la enzima 

GoScript retro transcriptasa. Se incubó la reacción a 25°C por 5 min, luego a 42°C 

durante 60 min y a 70°C por 7 min. Finalmente, se guardó la librería 3'ADNc a -20°C. 

Este proceso se realizó 4 veces. 

2.4.3. RACE PCR de las librerías 3’ADNc 

Se empleó la librería construida previamente para obtener las secuencias nucleotídicas 

de los péptidos que transcribe L. lineatus. Primero, se preparó una Master Mix, para la 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR), que está constituida de: 8,5 µL de H2O tipo 

PCR, 4 µL del Buffer Green 5X, 0,9 µL del MgCl2 1,5 mM, 0,4 µL de dNTPs 10 mM, 0,5 

µL del primer forward DERMO-PDS (5'-GAC CAA AGA TGT CWT TCT TGA AGA AAT-

3') 20 µM, 0,5 µL del primer reverse NUP (5'-AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GT-
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3') 20 µM, 0,2 µL de la enzima GoTaq polimerasa y 5 µL de la librería. Además, el control 

negativo para cada repetición se preparó adicionando 15 µL de la Master Mix y 5 µL de 

agua en lugar de la librería. Luego las muestras se colocaron en el termociclador y los 

parámetros de los ciclos fueron los siguientes: 1 ciclo de 94°C/60 s; 40 ciclos de 94°C/30 

s, 59 y 61°C/30 s y 72°C/ 180 s; y 1 ciclo de 72°C/600 s. 

2.4.4. Electroforesis de los productos de la RACE PCR 

Los productos de la RACE PCR se visualizaron por medio de una electroforesis en gel 

de agarosa. Primero, se preparó agarosa al 2% con el buffer TBE 1x. En el gel de 

agarosa se cargaron 5 µL del marcador de peso molecular 100 pb (pares de bases) de 

Promega y 5 µL de cada producto de RACE PCR con su respectivo control negativo. La 

corrida electroforética fue configurada con los siguientes parámetros: 400 miliamperios 

y 70 V durante 60 minutos. Una vez terminada la corrida, se tiñeron las bandas de ADN 

con el tinte DiamondTM Nucleic Acid Dye de Promega, para lo cual, se preparó la solución 

de tinción con 5 µL del tinte junto a 50 mL del buffer TBE 1x reciclado. Luego, el gel se 

incubó en la solución de tinción a 22°C en un agitador orbital a 60 rpm durante 35 

minutos. Finalmente, se visualizó el gel en el fotodocumentador con luz UV. 

2.4.5. Purificación de los productos de las RACE PCR 

Los productos de la PCR, de entre 400 y 500 pb, se purificaron utilizando el kit de 

purificación PureLink PCR (de InvitrogenTM). En primer lugar, se determinó el volumen 

de los productos de PCR seleccionados. Luego, se agregaron 4 volúmenes del buffer 

de unión a 1 volumen del producto de PCR y se homogenizó. Luego, se transfirió a una 

columna de centrifugado y se centrifugó a 10000 g durante 1 min. El ADN se lavó con 

650 µL del buffer de lavado y se centrifugó a 10000 g durante 1 min y luego se volvió a 

centrifugar a 14000 g durante 3 min. Finalmente, se agregaron 50 µL del buffer de 

elución a la columna que contenía el ADN y se incubó a 21°C durante 1 min. El ADN se 

recuperó por centrifugación a 14000 g durante 2 min.  

2.4.6. Ligación al vector pGEM-T Easy 

Los productos purificados se ligaron al sistema pGEM-T Easy Vector (Promega). Para 

ello, se preparó un Master Mix constituida de: 2,5 µL de 2X Rapid Ligation Buffer, 0,5 µL 

del pGEM-T Easy Vector 50 ng, 1 µL del producto purificado 22,5 ng, 0,5 µL de la T4 

DNA Ligasa 3 weiss units/ μl y 0,5 µL de agua desionizada, volumen final de 5 μl. 
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Finalmente, se incubó por 1 hora a temperatura ambiente (21°C) y luego toda la noche 

a 4°C. 

2.4.7. Transformación bacteriana 

La transformación bacteriana se realizó utilizando células competentes de alta eficiencia 

E. coli DH5-α. Para lo cual, se dispensaron 100 µL de células competentes y 2,3 μl del 

producto de ligación con el vector pGEM-T Easy y se incubó en una cama de hielo por 

20 minutos. Transcurrido el tiempo establecido, el tubo de Eppendorf con la solución de 

bacterias E. coli y el producto de ligación se incubaron en el termobloque a 42°C durante 

45 segundos y después en hielo durante 2 min. Luego, se agregaron 950 µL de medio 

SOC y se incubó a 37 °C con agitación a 150 rpm durante 110 minutos. Una vez 

transcurrido el tiempo, se inocularon 100 µL de las bacterias transformadas en placas 

con medio MacConkey y se incubaron a 37°C durante toda la noche. Finalmente, se 

seleccionaron las colonias blancas/transparente y con un palillo estéril se subcultivaron 

en una placa con medio MacConkey. Se eligieron 100 colonias transformadas y se 

incubaron a 37°C durante toda la noche. 

2.4.8. PCR de colonias y visualización de los productos por electroforesis 

Cada colonia transformada del paso anterior fue resuspendidas en 20 µL de agua estéril. 

Luego, las muestras fueron incubadas a 100°C por 5 min y luego en hielo por 5 min. El 

ADN plasmídico se separó por centrifugación a 14000 rpm durante 10 min y se recuperó 

el sobrenadante. 

El ADN plasmídico se amplificó por PCR. Para ello, se preparó una Master mix 

constituida por: 14,8 µL de H2O tipo PCR, 5 µL del Buffer Green 5X, 0,8 µL del MgCl2 

25 mM, 0,5 µL de dNTPs 10 mM, 1,25 µL del primer M13F (5’-GTA ACG CCA GGG TTT 

TCC CAC-3’) 10 µM, 1,25 µL del primer M13R (5’-TGT GAG CGG ATA ACA ATT TCA 

C-3’) 10 µM, 0,125 µL de la enzima GoTaq polimerasa y 1,25 µL del ADN plasmídico. 

Luego las muestras se colocaron en el termociclador y los parámetros de los ciclos 

fueron los siguientes: 1 ciclo de 94°C/60 s; 30 ciclos de 94°C/30 s, 55°C/30 s y 72°C/ 

180 s; y 1 ciclo de 72°C/600 s. Finalmente, la visualización de los productos de PCR se 

siguió la metodología empleada en la visualización de los productos del RACE PCR, de 

la sección 2.4.4. 

2.4.9. Secuenciación de los precursores peptídicos 
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Los productos de la PCR del paso previo que presentaron un tamaño de banda de 600 

pb fueron seleccionados para secuenciar empleando el método Sanger en el 

Laboratorio de la Universidad de las Américas. Para esto, se enviaron alícuotas de 10 

µL y se solicitó la purificación de las muestras previo al secuenciamiento. 

2.4.10. Análisis e identificación de los péptidos codificados de ADNc 

Se utilizó el software libre MEGA X para el análisis de las secuencias de los péptidos. 

Luego, las secuencias fueron analizadas comparándolas con las bases de datos de 

NCBI (Centro Nacional de información Biotecnológica) para verificar coincidencias con 

otras secuencias, mediante la herramienta básica de búsqueda de alineación local 

(BLAST) BLASTn (para nucleótidos) y BLASTp (para aminoácidos) [63,64]. Los 

parámetros empleados en BLASTn fueron: organismo “frogs & todas (taxid:8342)” y el 

algoritmo discontiguous megablast, mientras que, los parámetros para BLASTp fueron: 

base de datos estándar y el algoritmo blastp. Además, los resultados obtenidos de 

BLASTn y BLASTp se filtraron de acuerdo con el porcentaje de cobertura. Se obtuvo la 

masa molecular teórica del péptido empleando el software libre Peptide Mass Calculator 

V 3.2 [65]. Por otro lado, se realizó la predicción de la estructura secundaria empleando 

los softwares libres Jpred 4 y el servidor automático para la predicción de estructuras 

secundarias de proteínas PHD [66,67]. Además, la estructura 3D fue predicha por el 

software I-TASSER [68]. Se determinaron las propiedades fisicoquímicas empleado el 

programa de computadora Bachem Peptide Calculator y Heliquest [69,70]. 

2.5. Secuenciación de péptidos mediante espectrometría de masas en tándem 

Se realizó espectrometría de masas en tándem (MS/MS) de la secreción liofilizada para 

conocer la secuencia de los péptidos maduros. Primero, se diluyó 1 mg de secreción 

liofilizada en 500 μl del buffer A (H2O al 99,99% y ácido fórmico al 0,01 %), la muestra 

fue clarificada por centrifugación a 16000 g durante 1 min, este proceso se realizó 3 

veces, y se filtró en una membrana de 0,22 µm (Fisherbrand Sterile Syringe PES, 

Acrylic). Luego, se inyectaron 10 μl en la columna UPLC C-18 (Phenomenex C-18; 4,6 

× 150 mm) del sistema de UPLC-QTOF (Waters). La secreción se fraccionó primero en 

un gradiente lineal de 100 % de buffer A (99,9 % de H2O y 0,1 % de ácido fórmico) a 

100 % del buffer B (19,9 % de H2O, 80 % de acetonitrilo, 0,1 % de ácido fórmico) durante 

23 min a una tasa de flujo de 10 µL/min. Los parámetros para la espectrometría de 

masas de tiempo de vuelo cuadripolar (QTOF) fueron: el método de adquisición de datos 

fue DDA (Adquisición dependiente de datos), un umbral para cambiar de y volver a 

MS/MS de Th: 103 y la energía de colisión fue: 60-80 V. 
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Los datos obtenidos fueron analizados en el software Mascot Distiller. Primero, se 

elaboró una base de datos con los péptidos maduros identificados en especímenes 

relacionados a Lithodytes lineatus. Los datos de MS/MS y péptidos maduros se cargan 

en el programa. Luego, el quipo detecta picos al intentar ajustar una distribución 

isotópica ideal a los datos experimentales. Seguidamente, el perfil de la distribución ideal 

se ajusta variando la masa, la resolución, la intensidad y el estado de carga, para 

maximizar la correlación con los datos experimentales. Una vez que se ha obtenido el 

mejor ajuste, el equipo reporta una lista de picos y la señal correspondiente.  

2.6. Síntesis en fase solida del péptido lineatina-2 

El péptido lineatina-2 fue seleccionada para la síntesis porque mostró características 

fisicoquímicas, como: una buena hidrofobicidad (0,82), una propensión para adoptar una 

conformación α-helicoidal, es anfipático y presenta una carga neta positiva de + 4,1, 

similares a péptidos con actividad biológica. Además, el péptido fue corroborado 

mediante espectrometría de masas. 

La síntesis del péptido, lineatina-2, se realizó mediante síntesis química en fase solida 

usando la estrategia FMOC en un sintetizador automático de péptidos por microondas 

(Liberty Blue 909410- CEM Corporation). La resina usada para péptidos ácidos fue 

Fmoc Rink amide (HL), para la desprotección de los grupos aminos se usó piperidina 

20% (v/v), para la activación se usó diisopropilcarbodiimida (DIC) 1M y Oxyma base 1M. 

Después de cada etapa de desprotección y acoplamiento se realizó un lavado con 

Dimetilformamida (DMF). Una vez sintetizado todo el péptido se escindió del soporte 

sólido y se eliminaron todos los grupos protectores mediante una solución acídica de 

TFA: triisopropil silano (TIPS): dioxa-1,-óctani-diotil (DODT): H2O 

(92,5%:2,5%:2,5%:2,5%). Luego, el péptido se precipitó con éter dietílico. 

Posteriormente, se liofilizó a -80 °C. 

Por otro lado, la pureza del péptido fue analizada por cromatografía líquida de alta 

resolución en fase reversa (RP-HPLC) con un detector dual UV-Vis 12 2489 en el rango 

de 214 y 280 nm, bombas e inyector 2545, colector de fracciones III (Waters, USA) y 

equipado con una columna analítica C-18 (Phenomenex Jupiter; 4,6 × 250 mm). En 

resumen, se pesó 1 mg de péptido crudo y se disolvió en 500 μl del buffer A (H2O al 

99,95% y TFA al 0,05%). La separación se realizó mediante un gradiente lineal desde 

70% del buffer A al 100% del buffer B (ACN al 99,95% y TFA al 0,05%) con un flujo de 

1 mL/min durante 40 minutos. Además, se corroboró la masa molecular, mediante 

MALDI-TOF MS, en un espectrómetro de masas Axima Performance (Shimadzu). Para 
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ello, se colocaron 2 µL del péptido sintetizado más 1 µL de matriz (ácido α-ciano-4-

hidroxicinámico 10 mg/mL) en la placa de muestras MALDI y se dejaron secar. 

Posteriormente, se analizó el péptido con los siguientes ajustes del equipo: el rango del 

espectro de masas fue de 1000 a 5000 Da, número de disparos del láser 2/espectro y 

una potencia de 40 V. 

2.7. Ensayos biológicos     

2.7.1. Determinación de la concentración mínima inhibitoria y concentración 

mínima bactericida del péptido sintetizado 

La concentración mínima inhibitoria (CMI) del péptido sintético se determinó en contra 

de: E. coli, S. aureus y C. albicans (hongo). Primero, se prepararon diluciones seriadas 

del péptido sintético en dimetilsulfóxido (DMSO) para obtener concentraciones de 512, 

256, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1 x 102 mg/L. Los microorganismos en fase exponencial se 

diluyeron hasta obtener 1 x 106 UFC/mL para las bacterias y 1 x 105 UFC/mL para el 

hongo. Luego, se colocaron 2 μl de cada dilución de péptido y se agregaron 198 μl del 

microorganismo a analizar en una placa de 96 pocillos. Como control negativo se 

empleó el caldo Mueller Hinton estéril (MHB), mientras que, el segundo control se 

preparó con 198ul de cultivo microbiano y 2 μL de DMSO en lugar del péptido sintético. 

Se prepararon 7 réplicas del ensayo. La placa de 96 pocillos se incubó a 37°C durante 

18 horas. Después, se midió la absorbancia a 550nm en un lector de microplacas 

(GloMax® Discover, Promega). Para determinar la CMI se identificaron los pocillos que 

no presentaban crecimiento microbiano. Este experimento se realizó en triplicado. 

Además, se determinó la concentración mínima bactericida (CMB), para lo cual, 10 μL 

de cada concentración de péptido que no presentó crecimiento se subcultivo en placas 

de Agar Muller Hinton y se incubó a 37°C durante toda la noche. La CBM se determinó 

como aquella concentración mínima donde no creció el microorganismo. Finalmente, el 

experimento se replicó tres veces. 

2.7.2. Actividad hemolítica del péptido sintetizado 

La actividad hemolítica del péptido lineatina-2 se evaluó a las concentraciones 

empleadas en los ensayos de actividad antimicrobiana. En resumen, se prepararon 50 

mL de una solución de glóbulos rojos al 4% (v/v) del grupo sanguíneo O positivo. Luego, 

se mezclaron 200 μl de la suspensión de glóbulos rojos (4%) con 200 μl de cada 

concentración de péptido (512 a 1 x 102 mg/L). El control negativo se preparó 

adicionando 200 μl de glóbulos rojos y 200 μl de PBS en lugar de péptido. Mientras que, 

el control positivo se preparó con 200ul de glóbulos rojos, 195 μl de PBS y 5 μl Triton X-
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100. Los tubos fueron incubados durante 120 minutos a 37°C. Una vez transcurrido el 

tiempo, se centrifugaron a 1000 rpm durante 5 minutos y el sobrenadante se transfirió a 

una placa de 96 pocillos. La lisis de los glóbulos rojos se analizó en el lector de 

microplacas (GloMax® Discover, Promega) a una longitud de onda de 570 nm. 

Con los datos obtenidos, se calculó el porcentaje de hemólisis con la siguiente fórmula: 

%𝐻 = 
(𝐴 − 𝐴0)

(𝐴𝑥 − 𝐴0)
∗ 100 

Donde: 

%H = porcentaje de hemólisis 

A = al valor de la densidad óptica (OD) de la concentración del péptido 

A0 = OD del control negativo 

Ax = OD del control positivo 

A su vez, con los datos de porcentaje se calculó la concentración hemolítica media 

(CH50), que es la concentración a la que una dosis del péptido sintético generó el 50% 

de hemólisis, mediante la calculadora AAT Bioquest – Calculadora EC50 

(https://www.aatbio.com/tools/ec50-calculator) [71]. 

2.8. Análisis estadístico 

Los ensayos biológicos se realizaron por triplicado y los datos fueron analizados 

mediante el análisis de varianza (ANOVA) de un factor y la prueba post hoc de Dunnett 

usando el programa estadístico GraphPad Prism 8. Además, los datos son presentados 

como el promedio ± la desviación estándar. Finalmente, el nivel de significancia se 

estableció con p < 0,05.

https://www.aatbio.com/tools/ec50-calculator
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CAPÍTULO III: PRESENTACIÓN DE DATOS Y RESULTADOS 

3.1. Fraccionamiento de la secreción cutáneas de L. lineatus y actividad 

biológica de las fracciones 

El perfil cromatográfico de la secreción de L. lineatus reveló la presencia de varios picos 

a una longitud de onda de 214 nm. Adicionalmente, el fraccionamiento por RP-HPLC 

(columna C-18) a partir de un pool de muestras de exudados cutáneos de L. lineatus 

permitieron colectar 61 fracciones. En cada fracción se analizó la actividad 

antimicrobiana en contra de: E. coli, S. aureus y C. albicans (véase tabla 1). Diez 

fracciones marcadas con un número en el perfil cromatográfico de la figura 1 

presentaron actividad antibacteriana inhibiendo a E. coli. Así mismo, las muestras 

marcadas con un asterisco (*) en la misma figura también inhibieron a S. aureus. Sin 

embargo, ninguna de las fracciones analizadas mostró actividad biológica en contra de 

C. albicans, véase tabla 1. 

 

Figura 2: Perfil cromatográfico de la secreción cutánea de Lithodytes lineatus mediante 

RP-HPLC. Los picos que presentaron actividad biológica en contra de E. coli están 

marcados con un número y lo que también mostraron actividad en contra de S. aureus 

con un asterisco. 
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Tabla 1: Actividad antimicrobiana de 61 fracciones obtenidas por HPLC. El signo “+” 

singifica que la fracción inhibió el crecimineto del microorganismos, caso contrario 

ocurre con el signo “-”. Además, las fracciones que no se muestran no exibieron 

actividad biológica en contras de los microorganismos probados. 

 

3.2. Clonaje molecular de las secuencias de precursores 

A partir de un pool de muestras de secreciones cutáneas de Lithodytes lineatus se 

identificaron tres secuencias de nucleótidos, de longitud completa, que codifican pro-

péptidos. Los marcos abiertos de lectura (ORF) de estas secuencias constan de 186 a 

264 nucleótidos que se traducen en una estructura tripartita, conformada por: un péptido 

señal, una región acida y el péptido maduro. La región no traducida (3’UTR) consta de 

una región variable de 88 a 152 nucleótidos y la cola poli A de 23 a 30 nucleótidos.  

El péptido Lineatina-1 consta de un péptido señal de 22 residuos seguido por una región 

ácida de 22 residuos con tres sitios de procesamiento (KR) y un precursor de péptido 

maduro de 45 residuos con un sitio de procesamiento KR, generando dos péptidos de 

13 y 30 residuos (lineatina-1a y 1b, respectivamente) (figura 2a y figura 3). El péptido 

Lineatina-2 muestra un péptido señal de 22 residuos continuado por una región ácida 

de 16 residuos con dos sitios de procesamiento KR y un péptido maduro amidado en el 

C-terminal de 22 residuos (figura 2b y figura 3). Finalmente, Lineatina-3 consta de un 

péptido señal de 22 residuos seguido por una región ácida de 10 residuos con dos sitios 

de procesamiento KR y un péptido maduro de 47 residuos con un sito de procesamiento 

KK, generando dos péptidos de 13 y 30 residuos, denominados Lineatina-3a y Lineatina-

3b respectivamente (figura 2c y figura 3). Lineatina-3b es un péptido maduro amidado 

HPLC Cromatograma E. coli S. aureus C. albicans

f-10 1* + + - ND

f-11 2* + + - ND

f-25 3 + - - ND

f-26 4* + + - 1312,42

f-32 5 + - - ND

f-39 6 + - - ND

f-45 7 + - - 1737,29

f-49 8* + + - ND

f-50 9* + + - ND

f-52 10 + - - ND

Masa (Da) 

Maldi-TOF

Actividad antimicrobiana

ND : no determinado

Número de fracción
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en el C-terminal. La secuencia de nucleótidos y de aminoácidos de los pro-péptidos se 

muestran en la figura 2. 

 

Figura 3: Secuencias nucleotídicas y aminoacídicas traducidas del marco de lectura 

abierto que codifican a los péptidos Lineatina-1, Lineatina-2 y Lineatina-3. Los péptidos 

señal están subrayados, los espacioadores ácidos se encuentran en cursivas, los 

péptidos maduros están resaltadas de color gris y los codones de parada se muetrán 

con un asterisco. El sitio de escisión de la tripsina (KR y KK) están en negrita. 

(a) Lineatina-1

1 A T G T C T T T C T T G A A G A A A T C T C T G T T C C T T G T A C T A T T C C T T G G A T T G G T C T C C

55 A T T T C C A T C T G T G A T G A A G A G A A A A G A G A G G A A G A A G G A G A A A T G G A A G A A G A A

109 A A G A G A A T T T A T A A A C G T G A C T C T A T G G A T G T T A T A G C T G C A G C A A C C G A A T G T

163 A C A A A G C G C A T A C T A A A A A A C A G T G A T C T A A C T T C T T T A A G T A A T A T T A A A A G T

217 C A C G C A A A G G A A G T A A G T G C A T G T G T T A A G C A G A G G A T G A G C T C C T A A A A G T G A
271 T A T A A A A A G G A A T C T A T T G A A A G T A A A A G C T T A T C T T A C A T A A A G A T G T C A C C A
325 G A A T G C A A T T T T T C C T A T G A G A T C A C A A T T A T T A C T A G T G T C A C A T G A T A A T A A
379 A G T A T A T T A G C C C T T A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A

(b) Lineatina-2

1 A T G T C T T T C T T G A A G A A A T C T C T A T T C C T T G T A C T A T T C C T T G G A T T G G T C T C C

55 C T T T C C A T C T G T G A T G A A G A G A A A A G A G A G G A A G A A G A G A A A C T C C A T G A A C A G

109 A A G A G A A T A T T A C C A T T G T T A A T A A C T G C A G C A A A A G T A A T T C C A A A G A T A C A C

163 A G T T T T T T T A A A A A T T T A G G A T A A A A T C C A T A A A G G T G T C A C C A G A C T C A A T G T
217 C T C C T A A G A C C G C A C A A T T A T T A C T A G T G C C C T A A T A T A A T A A A G C A T A T T T A A
271 C C C A G A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A

(c) Lineatina-3

1 A T G T C A T T C T T G A A G A A A T C G C T G T T T C T T G T G C T A T T C C T T G G A T T G G T C T C C

55 C T T T C C A T C T G T G A T G A A G A G A A A A G A G A G G A A G A A A A G A G A A G T C A A G A A A G T

109 G A T T G G C A A A A A G C T G T A G A T A A A A T G C A G G A A T G T A C A C A G C G T G T A T T A A A A

163 A A G A G T G G T C C G T A T T C T C C T A G T G A A A T A A A C C A A A A T A T G C T G C A A A T A A T C

217 G A A T G T T C C A A A G C T C T C A G C G G A T A G T A A A A C A T A A T T G T G A A T G A A G A T G T C
271 A C C A A A A T G C A A T A T T T C T T A A G A C C G C A C A A T C A T T A C T A G T G C C A T A A T A C A
325 A T A A A G C A G A T T T A A C C C A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A

M S F L K K F L G L V SS L F L V L

E E EE K R E E E

K R I Y K R

G E MI S I C D E

A A A T E CD S M D V I

I K SN S D L T S

H A K E V S

L S NT K R I L K

M S S

*

F

*A C V K Q R

SL F L

E K H E QL

V

L S I C D E

K K SM S F L

E K R E E E

G L VL F L

I T A A K VK R I L

S F F K N L

P L L

G

P K I HI

Q I IK S G P Y S P Q N M

Q E SL S I C D E E E K R SK R E E

L V S

D W Q K A V D

L V L F L GM S F L K K S L

Q R V L K

E C S K A

K M Q E C T

LS E I N

L S G *
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Figura 4: Secuencias aminoacídicas precursoras de Lineatina-1, Lineatina-2 y 

Lineatina-3 traducidas del marco abierto de lectura. La estructura de los precursores 

consiste en: (1) péptido señal; (2,4) espaciadores ácidos; (3,5,8) sitios de procesamiento 

de péptidos dibásicos; (6,9) péptidos maduros; (7) donantes de amida. 

Por otro lado, al someter los ORFs de las secuencias nucleotídicas a un BLASTn, se 

evidenció que, la secuencia precursora de Lineatina-1 tiene una cobertura de 28% y un 

84% de similitud a la filoseptina-15 de Phyllomedusa hypochondrialis; mientras que, la 

secuencia precursora de nucleótidos de Lineatina-2 tiene un 99% de cobertura y un 71% 

de similitud a filoseptinas de P. tarsius, Agalychnis spurrelli y P. coelestis; y Lineatina-3 

presenta una cobertura de 40% y un 77% de similitud a una dermaseptina-AC de A. 

callidryas, véase la Tabla 2. 

Tabla 2: Parámetros resultantes al someter los ORFs a un BLASTn. La alineación local 

se realizó con la secuencia nucleotídica. 

 

Además, al realizar un BLASTp de las secuencias aminoacídicas completas de los 

péptidos identificados, se observó que, la secuencia de lineatina-1 tiene una cobertura 

del 87% y una similitud de 48% con la dermaseptina-A4 de A. annae; Lineatina-2 

presenta una cobertura del 100% y 49% de similitud con la filoseptina-PV1 de P. vaillantii 

y 47% con la filoseptina-PCo de P. coelestis; y lineatina-3 tiene una cobertura del 87% 

y una similitud del 44% a una dermaseptina-PH de P. hypochondrialis, véase Tabla 3. 

Lineatina-1 M S F L K K S L F L V L F L G L V S I S I C D E E K R E E E G E M E E E K R I Y

Lineatina-2 M S F L K K S L F L V L F L G L V S L S I C D E E K R E E E E K L H E Q

Lineatina-3 M S F L K K S L F L V L F L G L V S L S I C D E E K R E E E

<7>

Lineatina-1 K R D S M D V I A A A T E C T K R

Lineatina-2 K R I L P L L I T A A K V I P K I H S F F K N L G *

Lineatina-3 K R S Q E S D WQ K A V D K M Q E C T Q R V L K K

<7>

Lineatina-1 I L K N S D L T S L S N I K S H A K E V S A C V K Q R M S S *

Lineatina-3 S G P Y S P S E I N Q N M L Q I I E C S K A L S G *

<--------------------------------------------9--------------------------------------------->

<8><--------------------------------6-------------------------------><5>

<--------------------------------1-------------------------------> <--2--> <3> <----------------4------------------->

Péptido
Secuencia de 

consulta
Especie Cobertura

Porcentaje de 

Identidad
Valor de E

Número de 

acceso

Lineatina-1 Filoseptina-15 P. hypochondrialis 28% 84,8% 3,0E-25 AM292541.1

Filoseptina-PT P. tarsius 99% 71,1% 2,0E-31 LT703448.1

Filoseptina-SP1 A. spurrelli 99% 71,8% 1,0E-33 MK766841.1

Filosepina-PCo P. coelestis 99% 70,6% 7,0E-31 LN999523.1

Lineatina-3 Dermaseptina-AC A. callidryas 40% 77,6% 1,0E-22 MN809621.1

Lineatina-2
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Tabla 3: Parámetros resultantes al someter las secuencias aminoacídicas a un BLASTp. 

La alineación local se realizó con la secuencia aminoacídica completa traducida del 

ORFs. 

 

De la misma forma, al realizar un alineamiento con las secuencias que comparte 

similitud, exhiben aminoácidos conservados en la región del péptido señal y en la región 

de los espaciadores ácidos. Mientras que, en la región del péptido maduro no comparten 

aminoácidos conservados típicos de cada familia de péptidos, véase Figura 5. 

 

Figura 5: Comparación de las secuencias aminoacídicas de los péptidos identificados 

en L. lineatus. a) Comparación de Lineatina-1 con la dermaseptina-A4. b) Comparación 

Péptido
Secuencia de 

consulta
Especie Cobertura

Porcentaje de 

Identidad
Valor de E

Número de 

acceso

Lineatina-1 Dermaseptina-A4 A. annae 87% 48,6% 9,0E-03 O93224.1
Filoseptina-PV1 P. vaillantii 100% 49,2% 2,0E-06 QMP81456.1
Filosepina-PCo P. coelestis 100% 47,8% 4,0E-06 CUX90934.1

Lineatina-3 Dermaseptina-PH P. hypochondrialis 87% 44,5% 2,3E-02 A0A2U8JCR5.1

Lineatina-2

Péptido

(a) 1 22

Lineatina-1 M S F L K K S L F L V L F L G L V S I S I C

Dermaseptin-A4 . A . . . . . . . . . . . . . M . . L . . .

23 43

Lineatina-1 D E E K R E E E G E M E E E K R I - Y K R

Dermaseptin-A4 E . . . . . . . N . Q . D D E Q S E E . .

44 67

Lineatina-1 D S M D V I A A A T E C T K R I L K N S D L T

Dermaseptin-A4 G M - - - - - - F . N M L . G . G . L A G Q A

68 90

Lineatina-1 S L S N I K S H A K E V S A C V K Q R M S S *

Dermaseptin-A4 A . G A V . T L . G . Q - - - - - - - - - - .

(b) 1 22

Lineatina-2 M S F L K K S L F L V L F L G L V S L S I C

Phylloseptin-PV1 . A . . . . . . . . . . . F . . . . . . . .

Phylloseptin-PCo . A . . . . . . . . . . . F . . . . F . . .

23 46

Lineatina-2 D E E K R E E E E K L H E Q - - - - - - - - K R

Phylloseptin-PV1 E . . . . . T . . . E N D . E E D D K S E E . .

Phylloseptin-PCo E . . . . . T . . . E N D . E E D D K S E E . .

47 70

Lineatina-2 I L P L L I T A A K V I P K I H S F F K N L G *

Phylloseptin-PV1 F . S . I - - - P . I A G G . A A L V . . . . .

Phylloseptin-PCo F . S M I - - - P . I A G G . A S L V . . . . .

(c) 1 22

Lineatina-3 M S F L K K S L F L V L F L G L V S L S I C

Dermaseptin-PH . D I . . . . . . . I . . . . V . . . . . .

23 44

Lineatina-3 D E E K R - - E E E - - - - - - - - - - K R

Dermaseptin-PH E . . . . E N . . . M E Q D D E Q S E M . .

45 68

Lineatina-3 S Q E S D W Q K A V D K M Q E C T Q R V L K K S

Dermaseptin-PH A L - - - - - - - - - - - - - - W K E . . . N A

69 93

Lineatina-3 G P Y S P S E I N Q N M L Q I I E C S K A L S G *

Dermaseptin-PH . K A A L N . . . - - - - N L V Q G G Q - - - - .
. : aminoácidos concervados       - : gaps añadidos para maximizar la alineación       * : codón de parada

Secuencia
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de Lineatina-2 con la filoseptina-PV1 y filoseptina-PCo. c) Comparación de lineatina-3 

con la dermaseptina-PH. Los péptidos señales están subrayados, los espaciadores 

ácidos se encuentran en cursivas, los péptidos maduros están resaltadas de color gris 

y los codones de parada se muestran con un asterisco. El sitio de escisión de la tripsina 

(KR y KK) está en negrita. La zona marcada de naranja corresponde a los residuos de 

aminoácidos conservados de las filoseptinas. La zona marcada de verde corresponde a 

los residuos de aminoácidos conservados de las dermaseptinas. 

Aparte de esto, al analizar las secuencias aminoacídicas de los péptidos maduros no se 

obtuvo resultados significativos al comparar con la base de datos del Centro Nacional 

de Información Biotecnológica (NCBI) utilizando BLASTp. De la misma forma, al 

comparar con péptidos de la familia ocelatinas, se observa que no comparte 

aminoácidos conservados, véase figura 6. 

 

Figura 6: Comparación de las secuencias aminoacídicas de los péptidos maduros de 

las lineatinas con 13 ocelatinas identificadas en especímenes de la familia 

Leptodactylidae. La zona marcada de naranja corresponde a los residuos de 

aminoácidos conservados de las ocelatinas. 

3.3. Características fisicoquímicas de los péptidos identificados 

La longitud de los cinco péptidos maduros identificados es variada, puesto que los 

residuos de aminoácidos varían entre 13 y 30: el péptido más corto es lineatina-1a y el 

más largo es lineatina-1b, justo en medio se encuentra lineatina-2, lineatina-3a y 

Péptido

Lineatina-1a D S M D V I A A A T E C T

Lineatina-1b I L K N S D L T S L S N I K S H A K E V S A C V K Q R M S S

Lineatina-2 I L P L L I T A A K V I P K I H S F F K N L G

Lineatina-3a S Q E S D W Q K A V D K M Q E C T Q R V L

Lineatina-3b S G P Y S P S E I N Q N M L Q I I E C S K A L S G

Ocelatina-PT1 G V F D I I K D A G K Q L V A H A M G K I A E K V

Ocelatina-PT2 G V F D I I K D A G K Q L V A H A T G K I A E K V

Ocelatina-1 G V V D I L K G A G K D L L A H L V G K I S E K V

Ocelatina-2 G V L D I F K D A A K Q I L A H A A E K Q I

Ocelatina-F G V V D I L K G A A K D I A G H L A S K V M N K L

Ocelatina-L1 G V V D I L K G A A K D L A G H L A T K V M N K L

Ocelatina-L2 G V V D I L K G A A K D L A G H L A I K V M D K L

Ocelatina-S G V L D I L K G A A K D L A G H V A T K V I N K I

Ocelatina-V1 G V V D I L K G A G K D L L A H A L S K L S E K V

Ocelatina-V2 G V L D I L K G A G K D L L A H A L S K I S E K V

Ocelatina-K1 G V V D I L K G A A K D L A G H L A S K V M N K I

Ocelatina-LB1 G V V D I L K G A A K D I A G H L A S K V M

Ocelatina-LB2 G V V D I L K G A A K D I A G H L A S K V M N

aa: aminoácidos 

Secuencia (aa)
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lineatina-3b con 22, 21 y 24 aa respectivamente. Lineatina-2 tiene el mayor valor de 

hidrofobicidad (0,8) seguido de lineatina-3b>lineatina-1a>lineatina-1b>lineatina-3a. 

Lineatina-1b y lineatina-3b presentan momentos hidrofóbicos similares con un valor de 

22%, mientras que, los valores para lineatina-1a, lineatina-2 y lineatina-3a son 29, 45 y 

47% respectivamente. Además, dos péptidos tienen una carga neta positiva: lineatina-

1b con un valor de +3 y lineatina-2 con +4,1; lineatina-1a y lineatina-3a presentan una 

carga neta negativa de -3 y -1 respectivamente y lineatina-3b tiene carga neutra (0). 

Finalmente, lineatina-1b y lineatina-2 presentan valores similares en el punto isoeléctrico 

de >10. Las características fisicoquímicas de los cinco péptidos se predicen y se tabulan 

en la tabla 4. 

Tabla 4: Características fisicoquímicas de los péptidos identificados en las secreciones 

de L. lineatus. 

 

Las estructuras teóricas secundarias predichas por Jpred 4 y PHD revelan una 

propensión de los péptidos para adoptar una conformación α-helicoidal, el contenido de 

esta estructura está entre 36-81%, véase tabla 5. Mientras que, las estructuras 

tridimensionales (3D) predichas por I-TASSER varían entre dos tipos: péptidos con una 

sola α-hélice para lineatina-1a, lineatina-1b, lineatina-3a y lineatina-3b, y un péptido con 

dos hélices unidas por un pliegue, para lineatina-2, como se observa en la tabla 5. 

Además, la proyección de rueda helicoidal de lineatina-2 demuestra que es anfipático, 

con residuos polares, como: Lys (K) y His (H) alineados en una cara de la hélice y los 

residuos hidrofóbicos Leu (L), Val (V) e Ile (I) alineados en la cara opuesta, así mismo, 

lineatina-3a muestra una conformación similar. Sin embargo, la proyección de rueda 

ilustra una baja anfipaticidad en la conformación de lineatina-1a, lineatina-1b y lineatina-

3b (véase tabla 5). 

Nombre Secuencia (aa) Tamaño Hidroboficidad
Momento 

hidrofóbico

Carga a 

pH 7

Masa 

teórica (Da)
pI

a: péptido amidado en el extremo C-terminal

22ILPLLITAAKVIPKIHSFFKNLa

0 2607,27 6,4

0,386

0,4500,802

0,2260,424

10,3

4,6

0,294 -3 1325,55 2,9

3 3273,72 10,20,222

4,1 2474,55

0,479 -1

Lineatina-1a 13DSMDVIAAATECT

Lineatina-1b 30
ILKNSDLTSLSNIKSHAKEVS

ACVKQRMSS
0,228

Lineatina-3b 24
SGPYSPSEINQNMLQIIECSK

ALSa

Lineatina-3a 21
SQESDWQKAVDKMQECTQ

RVL
0,141 2508,17

Lineatina-2
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Tabla 5: Predicción de la estructura secundaria mediante Jpred 4 y PHD, predicción de 

la estructura 3D por I-TASSER y diagramas de rueda helicoidal de los péptidos 

identificados. El código de color de los aminoácidos para las proyecciones de la rueda: 

amarillo = no polar hidrofóbico, en gris = Gly y Ala (no polar hidrofóbico), azul = básico, 

rojo = ácido, morado = polar sin carga, rosa = polar sin carga, verde = Pro (apolar sin 

carga) y verde claro = His. 

 

3.4. Espectrometría de masas en tándem 

Jpred 4 [%] PHD [%]

Lineatina-1a __

Lineatina-1b

Lineatina-2

Lineatina-3a

Lineatina-3b

Péptido

Predicción de la 

estructura secundaria Predicción de la estructura 3D
Proyección de rueda 

helicoidal

       (    
−    0)

[81,8%]

       (    
−    0 ;

     -    0)

[77,3%]

       (    
−    )

[38,5%]

       (     
−     )

[53,3%]

       (     
−     )

[36,7%]

       (    
−    0)

[76,2%]

       (    
−     )

[66,7%]

       (    
−     )

[45,8%]

       (    
−    0)

[62,5%]
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El péptido lineatina-2 identificado inicialmente por clonación molecular, luego se 

confirmó mediante espectrometría de masas en tándem (UPLC-QTOF) que mostró 29 

iones fragmento peptídicos de la secuencia (véase figura 7). Así mismo, se identificó un 

ión con su masa monoisotópica de [M+4H]4+ = 619,17 Da y su masa molecular de 

2474,67 Da. 

 

Figura 7: Fragmentos MS/MS del ion precursor [M+4H]4+: 619,17 de lineatina-2 

(2474,67 Da) identificado en las secreciones sutáneas de Lithodytes lineatus. a) 

espectro de MS/MS de los iones fragmentos identificados. b) la tabla muestra los iones 

fragments b y y predichos para lineatina-2. Estos iones se destacan en color rojo. 
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Curiosamente, las características que presenta el péptido lineatina-2 (Tabla 4 y Tabla 

5) y su corroboración por espectrometría de masas (figura 7), lo hizo ideal para ser 

sintetizado y evaluado in vitro. 

3.5. Síntesis química del péptido lineatina-2 

El péptido lineatina-2 fue sintetizado, utilizando la síntesis de péptidos en fase sólida y 

se obtuvo una pureza > al 81% (véase figura 8b). Adicionalmente, la identidad molecular 

del péptido sintético fue corroborado por MADI-TOF MS ([M+H]+ = 2475,1 Da) versus su 

masa teórica calculada (2474,5 Da) (véase Tabla 4 y Figura 8a). 

 

Figura 8: Síntesis del péptido lineatina-2: a) perfil cromatográfico con una pureza > 81% 

y b) identidad molecular del péptido lineatina-2 ([M] = 2774,1 Da, [M+H]+ = 2475,1 Da). 

3.6. Actividad antimicrobiana y hemolítica del péptido sintético lineatina-2 

La actividad antimicrobiana del péptido sintético lineatina-2 fue evaluado en contra de: 

E. coli, S. aureus y C. albicans. El péptido sintético mostró una buena actividad 

antimicrobiana con una concentración mínima inhibitoria (CMI) de 1,6 µM para S. 

aureus, 6,5 µM para E. coli y 12,9 µM en C. albicans. Así mismo, mostró una 

concentración mínima bactericida (CMB) de 3,2, 6,5 y 25,9 µM en contras de S. aureus, 

E. coli y C, albicans respectivamente, los valores se muestran en la tabla 6. 
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Tabla 6: Concentración mínima inhibitoria (CMI) y concentración mínima bactericida 

(CMB) del péptido sintético lineatina-2. En comparación con péptidos identificados en 

especímenes de la familia Leptodactylidae. 

 

Por otro lado, cuando se probó la citotoxicidad en contra de eritrocitos el péptido 

lineatina-2 mostró una actividad hemolítica de 2,95% a 6,5 µM, concentración a la cual 

presenta una CMI y CMB en contra de las dos bacterias analizadas, véase Figura 9 y 

Tabla 6. Además, el péptido presenta una concentración hemolítica media (CH50) de 

45,7 µM. 

 

Figura 9: Actividad hemolítica del péptido sintético lineatina-2. Lineatina-2 induce una 

hemólisis menor al 3% a la concentración que inhibe a las bacterias. El control positivo 

(tritón X-100) fue considerado como el 100% de hemólisis. Existe diferencia significativa 

comparado al control positivo determinado por ANOVA y prueba post hoc de Dunnett: 

*p < 0,05 y ***p < 0,001.

E. coli S. aureus C. albicans E. coli S. aureus C. albicans

Lineatina-2 6,5 (16) 1,6 (4) 12,9 (32) 6,5 (16) 3,2 (8) 25,9 (64)

Pentadactilina 25 (55) 200 (438) >200 (>438) NP NP NP [43]

Laticeptina 50 (110) >200 (>438) >200 (>438) NP NP NP [13]

Taulina-1 25,8 (62,5) 197,5 (500) NP 25,8 (62,5) 197,5 (500) NP [33]

Ocelatina-LB1 114 (250) ND 233,5 (512) NP NP NP [38]

Ocelatina-PT1 300 (800) >300 (>800) NP NP NP NP [14]

Ocelatina-PT4 80 (200) >300 (>800) NP NP NP NP [14]

Ref.

NP: no probado, ND: no determinado

CMI µM (mg/L) CMB µM (mg/L)
Péptido
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CAPÍTULO IV: INTERPRETACIÓN Y DISCUSIÓN 

4.1. Fraccionamiento de las secreciones cutáneas y actividad antimicrobiana 

 

En los resultados obtenidos se observa que ciertas fracciones de la secreción cutánea 

de L. lineatus tiene actividad antimicrobiana, dado que, 10 fracciones (fracción-1 a 10) 

fueron capaces de controlar el crecimiento de E. coli y 5 de estas fracciones (fracción-

1, 2, 4, 8 y 9), también, presentaron actividad en contra de S. aureus, sin embargo, de 

las fracciones analizadas todas fueron inactivas para C. albicans. Esto indica que debe 

existir diferentes moléculas en la piel de esta especie y que estás deben tener diferentes 

tipos de acción dependiendo de las células sobre las que actúan. 

 

Se presume que la actividad antimicrobiana proviene de los péptidos. Esta presunción 

se realiza en base a la presencia de varios picos en el perfil cromatográfico a 280 y 214 

nm de las secreciones cutáneas de L. lineatus. Dado que, a la longitud de 214 nm 

permite la identificación de componentes que contienen enlaces peptídicos, mientras 

que, a la longitud de 280 nm permite detectar péptidos que contengan residuos 

aromáticos (aminoácidos aromáticos) [72–74]. Esto indicando la variada diversidad 

peptidómica de la piel de este anfibio [75]. Así mismo, la variación, selectividad y 

potencia observada de las fracciones reflejan la diversa concentración de los péptidos 

antimicrobianos que tienen las secreciones cutáneas de esta especie [12,37,75]. Estos 

resultados son congruentes con estudios realizados en especímenes de su misma 

familia (Leptodactylidae), en donde, se ha observado perfiles cromatográficos a 280 y 

214 nm con una variada presencia de picos [14,32,76]. Además, varias investigaciones 

realizadas desde el 2004 hasta el 2020 han descrito 28 secuencias de aminoácidos y 

de secuencias de ADNc precursoras de péptidos presentes en la secreción cutánea de 

varias especies del género Leptodactylus [14,77]. Estas secuencias se han identificado 

en los perfiles cromatográficos de las especies en las que se han identificado [14,36]. 

Por lo que, la mayoría de los picos observados en el perfil cromatográfico de L. lineatus 

podrían ser péptidos con diferente número de aminoácidos, lo que resulta en una 

variedad de moléculas. 

 

Por otro lado, la actividad antimicrobiana en contra de E. coli y S. aureus, se correlaciona 

con varias investigaciones en especímenes de la misma familia, ya que, han descrito 

que son un recurso rico en péptidos con diversas actividades biológicas, pues se han 

encontrado péptidos, como: ocelatina-PT1-PT8, ocelatina-V1-V2, ocelatina-4-6, entre 

otros, que presentan actividad en contra de E. coli, S. aureus, C. albicans, Proteus 

mirabilis y K. pneumoniae [13,14,34,38,39,44,62,78,79]. 
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4.2. Clonaje molecular de las secuencias precursoras de péptidos 

La estructura de los pro-péptidos identificados es similar entre sí y con los pro-péptidos 

ya descritos de otras especies. Es así como, está constituido por 3 regiones: el péptido 

señal, los espaciadores ácidos y el péptido maduro [12,14,34,36,80]. El péptido señal 

de las secuencias identificadas, comprende a un péptido de señal potencial para la 

translocación de la membrana del retículo endoplasmático, que termina con un residuo 

Cys (C22) [14,81]. El péptido señal es seguido de una zona ácida que termina con dos 

aminoácidos básicos consecutivos Lys-Arg (KR), estos residuos dibásicos son 

conocidos como una señal de procesamiento pro-hormonal de escisión de la tripsina 

[14,80,82]. Finalmente, los péptidos maduros identificados difieren de los péptidos 

encontrados en los miembros de su misma familia, además, se identificó que dos de los 

cinco péptidos maduros identificados (lineatina-2 y 3b) presentan un residuo de Gly (G) 

en el extremo C- terminal, lo que implica la amidación del péptido en ese extremo [36]. 

Por otro lado, la secuencia nucleotídica y aminoacídica de lineatina-2 comparte una 

similitud del 71 y 49 %, respectivamente, con otras filoseptinas [63,64]. Estos valores 

hacen pensar que se ha identificado una nueva filoseptina. Sin embargo, al analizar las 

secuencias aminoacídicas completas de las filoseptinas con las que comparte similitud, 

presentan una secuencia conservada FLSXIP (donde, X: es un aminoácido no 

conservado) en la región N-terminal, y, de acuerdo con Proaño y sus colaboradores [12] 

y Wu y sus colaboradores [83], las filoseptinas comparten una secuencia conservada 

(FLSLIP) en la región N-terminal. Así pues, se observa que lineatina-2 no comparte esta 

secuencia de aminoácidos conservados en el péptido maduro, por lo tanto, no se puede 

considerar como una nueva filoseptina.  En realidad, la similitud atribuida a las 

filoseptinas se debe en gran medida a que comparte regiones conservas en el péptido 

señal y la región ácida. Esta característica no hace que forme parte de las filoseptinas 

porque al analizar las regiones mencionadas de lineatina-2, filoseptina-PV1 y 

ocelatinaa-PT1 comparten secuencias de aminoácidos conservados, pese a que los 

últimos péptidos son de diferentes familias (véase figura S2 en anexos). De la misma 

forma, la secuencia nucleotídica y aminoacídica de lineatina-1 comparte una similitud 

del 84 y 48 % con filoseptinas y dermaseptinas, respectivamente. Pese a que el 

porcentaje de cobertura para la secuencia aminoacídica es de 87%, el valor de e-value 

es bajo (0,003), haciendo que la identificación no sea precisa. Así mismo, el porcentaje 

de similitud (48%) para la secuencia aminoacídica se debe a que comparte regiones 

conservas en el péptido señal y la región ácida. Además, el péptido lineatina-1 no 

comparte las características de las demaseptinas porque no contiene una W (Trp) en la 
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posición tres y la secuencia conservada AA(A/G)KAAL(G/N)A en la región media, que 

fueron descritas por Proaño y sus colaboradores [12] y por Nicolas y sus colaboradores 

[84]. El panorama que presenta lineatina-1 se repite para lineatina-3. En vista de ello, 

tambien se comparó con las secuencias de péptidos maduros que se han identificado 

en la familia Leptodactylidae. Las ocelatinas empleadas en la comparación exhiben 

aminoácidos conservados en la posición cuatro (D-Aps), siete (K-Lys), once (K-Lys), 

dieciséis (H-His) y veinte (K-Lys), pero, en lineatina-1, lineatina-2 y lineatina-3 no 

conservan dichos aminoácidos, por ende, no se considera como nuevas ocelatinas 

[14,36,37,39,77]. 

Está claro que al no tener una nomenclatura para los nuevos péptidos identificados 

porque sus secuencias no permitieron que se asignaran a ninguna de las familias de 

péptidos descritos hasta la fecha. Entonces, los nuevos péptidos se denominaron 

Lineatinas siguiendo la nomenclatura propuesta por Amiche y sus colaboradores [85] y 

por Conlon [86]. La propuesta para la nomenclatura de péptidos se deriva a partir del 

nombre de la especie de la rana de la que se aislaron los péptidos y se incorporaron los 

números para indicar que estos son los primeros péptidos encontrados en esta especie 

[85,86]. 

4.3. Análisis de los péptidos identificados 

La diversidad en cuanto a estructura y mecanismos de acción por parte de los péptidos 

antimicrobianos no permite una asociación clara entre estructura y actividad, sin 

embargo, hay parámetros estructurales y propiedades fisicoquímicas que comparten 

muchos péptidos antimicrobianos [87–90]. En este sentido, una característica que 

poseen muchos péptidos antimicrobianos es su carga neta positiva, pues es importante 

para la interacción electrostática péptido-microorganismo [87,89]. Dicho esto, la carga 

neta neutra (0) de lineatina-3b y la carga negativa de -3 de lineatina-1a y -1 de lineatina-

3a no ayuda a la interacción electrostática, por ende, estos péptidos no van a exhibir 

actividad antimicrobiana [34]. Por otro lado, la carga neta positiva que posee el péptido 

lineatina-1b de +3 y lineatina-2 de +4,1 favorece la interacción electrostática, y, por 

ende, se espera que presenten actividad antimicrobiana. Así mismo, dado que el 

momento hidrofóbico es una medida cuantitativa de la anfipaticidad del péptido, por 

ende, valores altos y moderados del momento hidrofóbico promueven la actividad 

antimicrobiana, y, el péptido lineatina-2 tiene un valor moderado, y se espera que 

presente mayor actividad en comparación a lineatina-1b [91–93]. Esto es evidente, en 

los diagramas de rueda helicoidal porque se observa que lineatina-2 tiene un carácter 
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anfipático más remarcado que lineatina-1b. Además, la hidrofobicidad refleja la 

capacidad que tienen los péptidos para penetrar la membrana bacteriana hace 

necesario que esté presente una alta hidrofobicidad, tal es el caso de lineatina-2 que 

tiene una alta hidrofobicidad y se espera que presente una buena actividad 

antimicrobiana [93,94]. Finalmente, al analizar la estructura 3D se observa la presencia 

de una Gly en el extremo C-terminal de lineatina-2, esto favorece la amidación en ese 

extremo, y aumenta la actividad antimicrobiana [90]. 

Finalmente, uno de los 5 péptidos maduros identificados (lineatina-2) se corroboró 

mediante espectrometría de masas en tándem, por ende, este péptido fue sometido a 

síntesis química. Sin embargo, al emplear la misma metodología no se pudo identificar 

a los otros cuatro péptidos maduros restantes, esto podría atribuirse a: una baja 

concentración de la muestra, una baja expresión del péptido, sin expresión es decir que 

no fueron traducidas o que la degradación de los péptidos sea rápida [12,95].  

4.4. Actividad biológica y hemolítica del péptido sintético lineatina-2 

Los resultados muestran una buena actividad antimicrobiana por parte del péptido 

sintético lineatina-2. De acuerdo con los modelos de Shai-Matsuzaki-Huang (SMH), se 

necesita una carga neta positiva (péptidos catiónicos) para interactuar con las membras 

de las bacterias [88,89,96]. En efecto el péptido lineatina-2 posea una carga neta (a pH 

7) de + 4,1 haciéndolo ideal para ejercer actividad sobre la membrana bacteriana. 

Puesto que, el efecto de la cationicidad de los péptidos antimicrobianas es proporcional 

a la actividad antimicrobiana y citotóxica [97,98]. Además, lineatina-2 comparte 

características estructurales e hidrofóbicas con otros péptidos antimicrobianos 

[36,80,99]. En este sentido, estas características son importantes en el mecanismo de 

acción, dado que, varios estudios han de mostrado que la membrana celular es el 

principal objetivo de los péptidos catiónicos [100]. El efecto de la potencia del péptido 

sobre las bacterias puede ser el resultado de la composición de la membrana [89,90]. 

Dado que, en las bacterias Gramnegativas (por ejemplo E. coli) la interacción del péptido 

se ve favorecida por la presencia de lipopolisacáridos (LPS) aumentando la carga neta 

negativa hacia la membrana externa [25,89,98]. Mientras que, en las bacterias 

Grampositivas (por ejemplo S. aureus) no tiene una membrana externa o LPS, pero, su 

estructura superficial está formada por peptidoglucano que es rico en ácidos teicoicos. 

Los ácidos teicoicos están cargados negativamente, por lo tanto, favorecen la carga 

negativa de la pared celular y la interacción con péptidos catiónicos, véase figura S3 en 

anexos [25,90,98]. Además, como se observa en la predicción de la rueda helicoidal, el 
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péptido lineatina-2 tiende a forma hélices anfipáticas, y, de acuerdo con varios autores 

este tipo de estructuras son característicos de los péptidos antimicrobianos, ya que 

ayudan a interactuar con las membranas bacterianas [25,89,101,102]. Finalmente, 

lineatina-2 es un péptido amidado en el extremo C-terminal. Esta es otra característica 

que permite tener una buena actividad antimicrobiana, dado que, varios autores 

mencionan que la amidación del grupo C-terminal resulta en un aumento de la actividad 

antimicrobiana porque se incrementa en +1 la cationicidad del péptido [90,103–105]. 

Por otro lado, el aumento de la incidencia de las infecciones fúngicas y la aparición de 

la resistencia a los antifúngicos en Candida spp. ha impulsado la búsqueda de nuevos 

agentes antifúngicos, y, los péptidos antimicrobianos son una alternativa prometedora 

debido a sus actividades de amplio espectro [106,107]. En este contexto, el péptido 

lineatina-2 tiene una actividad de amplio espectro, dado que, fue capaz de ejercer 

actividad biológica en contra de C. albicans. La actividad antifúngica del péptido lienatus-

2 está dada por su característica catiónica porque promueve la atracción electrostática 

hacia los fosfolípidos en las membranas fúngica como el fosfatidilinositol y la 

fosfatidilserina o hacia los componentes de la pared como las manoproteínas en la 

levadura [106,108]. Además, Lum y sus colaboradores [68] sugieren que el aumento de 

los residuos catiónicos mejora la interacción del péptido con las paredes de las 

levaduras. De la misma forma que en las bacterias, la potencia con la que actúa el 

péptido es el resultado de la composición de la membrana de la levadura [89,90]. 

Cabe señalar que en la tabla 3 se observa que el péptido, también, presenta actividad 

microbicida (bactericida y fungicida) en contra de E. coli (CMB = 6,5 µM), S. aureus 

(CMB = 3,2 µM) y C. albicans, (CMB = 25,9 µM). Esto sugiere que el mecanismo de 

acción que ejerce el péptido sobre los microorganismos ocasiona lisis celular 

[25,89,90,106,109]. Es decir, que el péptido microbicida induce la muerte por necrosis 

celular en los microorganismos analizados, ya que provoca una serie de incidentes que 

conducen a la ruptura de la membrana citoplasmática ocasionando la expulsión del 

contenido celular [110]. 

Por otra parte, la actividad hemolítica que presentan los péptidos es uno de los 

principales obstáculos a la hora de su formulación como fármacos [83]. Por ende, se 

hace indispensable realizar ensayos de citotoxicidad. En este sentido, el péptido 

sintético lineatina-2 presentó un bajo efecto hemolítico (3%) en la concentración que 

presenta CMI y CMB, en contra de E. coli y S. aureus. La baja actividad hemolítica del 

péptido se debe a que es un péptido amidado en el extremo C-terminal, lo que favorece 
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a una buena actividad biológica y una baja tasa de hemólisis [90]. Además, este hallazgo 

se correlaciona con la carga neta del péptido dado que varios autores describen que, 

cuando un péptido presenta una carga que varía entre +2 y +5 tienden a mostrar una 

baja citotoxicidad y una buena actividad antimicrobiana [109]. Sin embargo, a 

concentraciones altas del péptido se evidencia mayor hemólisis debido a su alta 

hidrofobicidad [111]. Esta limitación puede ser reducida mediante estrategias como la 

modificación de la secuencia de aminoácidos original para reducir la hidrofobicidad y 

aumentar la carga neta [112]. Sin embargo, se debe recordar que si la carga neta supera 

los +6 y tiene una hidrofobicidad alta ocasionara una disminución en la potencia del 

péptido y un aumento su toxicidad [109,113].
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CAPÍTULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

5.1. Conclusiones 

El estudio realizado determina que la secreción total de L. lineatus presenta actividad 

antibacteriana en contra de E. coli y S. aureus. Por lo que, la secreción cutánea de L. 

lineatus es promisoria para la identificación de péptidos con actividad antimicrobiana. 

Además, se caracterizó la estructura primaria de 5 nuevos péptidos que se denominaron 

lineatinas. Especialmente, el péptido lineatina-2 mostró una buena actividad 

antimicrobiana, en contra de E. coli, S. aureus y C. albicans, con un bajo efecto 

hemolítico a los eritrocitos humanos. Así mismo, este estudio demuestra la importancia 

de conservar la biodiversidad de anfibios, explorar nuevas especies en el 

descubrimiento de nuevos péptidos antimicrobianos claves en el desarrollo de nuevos 

fármacos terapéuticos basados en estructuras de compuestos naturales. 

5.2. Recomendaciones 

En futuros trabajos se sugiere enfocarse en la determinación de la actividad biológica y 

hemolítica de los péptidos identificados, dada las características que estos presentan, 

por ejemplo: determinar la actividad biológica y hemolítica de lineatina-1b, usar como 

péptido molde a lineatina-3b (carga neta 0) para aumentar la carga neta y determinar su 

actividad biológica, y dado que lineatina-2 presenta una actividad de amplio espectro, 

también, es interesante probar sobre líneas celulares. Además, hay que tomar en cuenta 

que la secreción total de L. lineatus existe un sin número de moléculas, por lo tanto, es 

imperativo continuar la búsqueda de péptidos bioactivos empleando otros tipos de 

primers. 
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ANEXOS 

Tabla S 1: Muestras utilizadas en la fase experimental de este trabajo. 

 

 

Figura S 1: 3'RACE PCR de la librería de ADNc (con el primer PDS). Se observa 

fragmentos (rectángulo naranja) de ADN amplificados con un peso entre 400-500 pb a 

59 y 61°C. Los productos de la 3’RACE PCR fueron purificados y empleados en clonaje 

molecular. 

 

Figura S 2: Comparación del péptido señal y espaciador ácido de Lineatina-2, 

filoseptina-PV1 y ocelatinaa-PT1. Los péptidos señal están subrayados y los 

espacioadores ácidos se encuentran en cursivas. 

Muestra Especie Fecha Codificación Localización Colector

1 L. lineatus 14/11/2019 SB001 Ikiam, Napo-Ecuador Carolina Proaño

2 L. lineatus 14/11/2019 SB002 Ikiam, Napo-Ecuador Sebastían Bermudez 

3 L. lineatus 15/11/2019 CP005 Misahuallí, Napo-Ecuador Carolina Proaño

4 L. lineatus 16/11/2019 CP006 Alto Tena, Napo-Ecuador Lic. Raus

5 L. lineatus 18/11/2019 - Misahuallí, Napo-Ecuador -

6 L. lineatus 22/11/2019 - Bajo un tronco - PUCE -

1 22

Lineatina-2 M S F L K K S L F L V L F L G L V S L S I C

Phylloseptin-PV1 . A . . . . . . . . . . . F . . . . . . . .

Ocellantin-PT1 . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

23 46

Lineatina-2 D E E K R E E E E K L H E Q - - - - - - - - K R

Phylloseptin-PV1 E . . . . . T . . . E N D . E E D D K S E E . .

Ocellantin-PT1 . . . . . Q D . - D D D D D D D D D - - E E . .

47 70
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Figura S 3.- Mecanismo de acción de los péptidos antimicrobianos. El mecanismo 

bactericida de los AMPs activos de membrana da como resultado el aumento de la 

permeabilidad de la membrana, lisis de la membrana celular o liberación de contenidos 

intracelulares. Mientras que, los intracelularmente activos Inhiben la síntesis de ADN, 

ARN y proteínas, inhibe el plegado de proteínas, la actividad enzimática y la síntesis de 

la pared celular, también, promueve la liberación de liasas. Figura tomada y traducida 

de los autores: Zhang y sus colaboradores [24]. 

Fuente: Zhang y sus colaboradores, 2021, 6. 
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