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RESUMEN 
 
 

Los péptidos bioactivos son considerados los efectores más importantes del sistema 
inmune innato y la primera línea de defensa contra agentes endógenos y exógenos de 
los anfibios. Entre ellos se encuentran los péptidos antimicrobianos (PAMs) que han 
demostrado un amplio espectro contra bacterias, virus y parásitos.  Por esta razón, 
son considerados con potencial terapéutico debido al incremento de mortalidad en 
humanos por patógenos resistentes a fármacos antimicrobianos comunes. Hasta 
ahora se han reportado 1196 PAMs de anfibios. Entre los péptidos reportados, se 
encuentra la familia cruzioseptina perteneciente a la especie Cruziohyla calcarifer. En 
esta familia se han identificado 17 tipos diferentes de péptidos que comparten 
características comunes. En el presente estudio, se reporta por primera vez la 
caracterización funcional del péptido cruzioseptina-11 (CZS-11). Este péptido fue 
sintetizado químicamente, purificado mediante Cromatografía Líquida de Alta 
Eficiencia en fase reversa (RP-HPLC) y su masa monoisotópica fue determinada por 
espectrometría de masas (MALDI-TOF MS). Se realizaron ensayos antimicrobianos y 
hemolíticos con CZS-11. Adicionalmente, se predijo mediante análisis bioinformáticos 
las propiedades físico-químicas, estructura secundaria, estructura en 3D y similitud de 
secuencia. Los resultados muestran que el péptido sintético CZS-11 tiene actividad 
contra (Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Klebsiella pneumoniae) siendo más 
potente contra E. coli con una concentración inhibitoria mínima de 11,52 μM sin 
presentar hemólisis a dicha concentración. Adicionalmente, los análisis bioinformáticos 
muestran que el péptido CZS-11 tiene una conformación α-hélice anfipática con carga 
neta +1. Este estudio demuestra el potencial del péptido sintético CZS-11 como un 
buen candidato para desarrollar medicamentos enfocados en contrarrestar la 
resistencia bacteriana. 
 
Palabras claves: Cruziohyla calcarifer, cruzioseptina, péptido, actividad 
antimicrobiana, actividad hemolítica, α-hélice.  
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ABSTRACT 
 
 

Bioactive peptides are considered the most important effectors of the innate immune 
system and the first line of defense against endogenous and exogenous agents in 
amphibians. Among them are antimicrobial peptides (AMPs) that have demonstrated a 
broad spectrum against bacteria, viruses, and parasites.  For this reason, they are 
considered to have therapeutic potential due to increased mortality in humans from 
pathogens resistant to common antimicrobial drugs. So far, 1196 amphibian MAPs 
have been reported. Among the peptides reported is the cruzioseptin family belonging 
to the species Cruziohyla calcarifer. Seventeen different types of peptides sharing 
common characteristics have been identified in this family. In the present study, we 
report for the first time the functional characterization of the cruzioseptin-11 (CZS-11) 
peptide. This peptide was chemically synthesized, purified by reverse phase high 
performance liquid chromatography (RP-HPLC) and its molecular mass was 
determined by mass spectrometry (MALDI-TOF MS). Antimicrobial and hemolytic 
assays were performed with CZS-11. Additionally, physicochemical properties, 
secondary structure, 3D structure, and sequence similarity were predicted by 
bioinformatics analysis. The results show that the synthetic peptide CZS-11 has activity 
against (Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Klebsiella pneumoniae) being 
more potent against E. coli with a minimum inhibitory concentration of 11.52 μM without 
presenting hemolysis at that concentration. Additionally, bioinformatic analyses show 
that the CZS-11 peptide has an amphipathic α-helix conformation with net charge +1. 
This study demonstrates the potential of the synthetic CZS-11 peptide as a good 
candidate for drug development focused on counteracting bacterial resistance. 
 

Key words: Cruziohyla calcarifer, cruzioseptin, peptide, antimicrobial activity, hemolytic 
activity, α-helix.  
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CAPÍTULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGAR  

 

 

1.1 Antecedentes 

 

La piel de los anfibios posee funciones físico-químicas esenciales como: la 

osmorregulación, respiración, termorregulación y protección frente a amenazas de su 

propio hábitat (1). En el transcurso de la transición de los anfibios del agua a la tierra 

evolucionaron adoptando estrategias para proteger la piel de agentes endógenos y 

exógenos (2). Una de las estrategias que adoptaron es la secreción de un cóctel químico 

a través de la piel que principalmente se produce por glándulas: mucosas y granulares 

(3). Las glándulas mucosas están distribuidas alrededor del tegumento teniendo como 

función mantener la piel húmeda y prevenir el daño mecánico. Mientras que, las 

glándulas granulares se hallan distribuidas en grupos en la piel, las cuales se encargan 

de la síntesis y almacenamiento de varias moléculas de defensa (3–5). Algunas de las 

moléculas actúan como antimicrobianos, irritantes, alucinógenos, convulsivos, 

vasoconstrictores e incluso pueden conferir un sabor u olor desagradable (6,7). Entre 

las moléculas de defensa se incluyen: alcaloides, aminas biogénicas, proteínas, 

mucinas, ácidos nucleicos y péptidos bioactivos (8,9). 

 

Los péptidos bioactivos están formados por aminoácidos unidos mediante enlaces 

covalentes también conocidos como enlaces peptídicos (10). Estos péptidos son 

considerados como fragmentos proteicos específicos que tienen un impacto positivo en 

las funciones o condiciones corporales (11). Los cuales tiene varias aplicaciones a nivel 

farmacéutico como potenciales fármacos, debido a que cumplen funciones terapéuticas 

en los sistemas corporales. En el sistema inmunológico, los péptidos desempeñan un 

papel crucial al proporcionar una defensa efectiva contra una amplia variedad de 

agentes infecciosos y exhiben actividad inmunomoduladora (12). También, existen 

neuropéptidos que desempeñan un papel crucial en el sistema nervioso, especialmente 

en la modulación de la actividad sináptica. Más aún, estos compuestos pueden actuar 

como neurotransmisores primarios (13). Adicionalmente, hay péptidos que actúan en el 

sistema cardiovascular que se relacionan con la actividad antihipertensiva y 

antitrombótica (14). Asimismo, existen aquellos que intervienen en el sistema 

gastrointestinal como posibles relajantes de la mucosa gástrica (15). 
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Es importante destacar que las respuestas fisiológicas se determinan por el número, 

tipo, secuencia y propiedades de los aminoácidos presentes en el péptido (11). Las 

actividades biológicas son las expuestas en la (Figura 1-1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1-1. Resumen de las actividades biológicas de los péptidos bioactivos derivados de 
anfibios (16–19). Especie Cruziohyla calcarifer. Ron, S. R. (2019). 

Realizad por: Taimal, 2024. 

 

1.1.1 Péptidos antimicrobianos (PAMs) 

 

Los PAMs se caracterizan por ser péptidos de cadenas relativamente cortas 

compuestas por 10-50 residuos de aminoácidos (20). En su mayoría, poseen carga neta 

positiva (que oscilan entre +2 a +13), son anfipáticos a pH fisiológico y tienen alto 

momento hidrofóbico  (21). Los PAMs se clasifican según su estructura secundaria en 

(1) α-hélice, (2) hoja β estabilizados por puentes disulfuros, (3) estructuras extendidas 

mediante enlaces de hidrógeno e interacciones de Van Der Waals con lípidos de 

membrana y (4) en forma de lazo debido a la presencia de puentes disulfuro (22,23). 

 

Según la Base de datos de péptidos antimicrobianos (APD, por sus siglas en inglés), 

(actualizado en enero 2023), se han identificado 3569 PAMs, de los cuáles el 72.84 % 

se derivan de animales, 10.39% de plantas, 0.7% pertenecen a hongos, 0.22 % a 

Antimicrobianos 

Antihipertensivo

s 

Antioxidantes 

Cicatrizantes 

Anti-depredación Analgésicos 

Anticancerígeno

s 

Otros 
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protista y únicamente el 0.14% a arquea. Es importante destacar que existen 1196 

péptidos activos de anfibios (24). 

 

Los PAMs son candidatos a potentes medicamentos debido a su amplio espectro contra 

microorganismos como bacterias, hongos, parásitos y virus (25). Además, funcionan en 

el organismo por medio de varios mecanismos reduciendo la probabilidad de resistencia 

microbiana (26).  

 

1.1.2 Mecanismos de acción  

 

Los PAMs presentan diferentes mecanismos de acción que principalmente se centran 

en la actividad membranolítica. Sin embargo, también se han identificado algunos 

péptidos que se dirigen a la pared celular y otros que tienen blancos intracelulares. Por 

esta razón, los mecanismos de acción se han clasificado en 3 categorías:  i) Aquellos 

dirigidos a la membrana, (ii) dirigidos a la pared celular, y a (iii) blancos intracelulares 

(27). 

 

(i) Los PAMs al ser mayoritariamente catiónicos interactúan con las membranas 

bacterianas con carga negativa por medio de atracción electrostática (28). Los péptidos 

catiónicos causan alteraciones en la membrana debido a que interactúan con las 

bicapas lipídicas y pueden formar poros transmembrana hidrofílicos haciendo que las 

células sean permeables, produciendo la lisis o alteración de gradientes iónicos (29). 

Algunos péptidos también pueden actuar sin formar poro, de tal manera que cubren la 

membrana provocando la pérdida de su integridad por medio de la producción de 

micelas (30).  

 

(ii) En cambio, los PAMs dirigidos a la pared celular tiene como blancos a los 

precursores altamente conservados (lípidos II), un ejemplo es el precursor del 

peptidoglicano (31).   

 

(iii) Finalmente, existen PAMs que tienen blancos intracelulares. Los péptidos 

pueden penetrar las células bacterianas por medio de la unión a la superficie bacteriana 

seguido de su translocación al interior de la célula por medio de poros transitorios (32). 

Otra forma de translocación a través de la membrana es por procesos mediados por 

receptores sin la formación de poros (33). Una vez que los PAMs ya ingresaron a la 

célula pueden interferir en bioprocesos como: replicación, transcripción y traducción de 

http://www.mdpi.com/1424-8247/7/1/58
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ácido nucleicos (34,35). Asimismo, en la síntesis de proteínas porque pueden inactivar 

las chaperonas bacterianas implicadas en el plegamiento de las proteínas (36). 

 

1.1.3 Péptidos antimicrobianos en anfibios. 

 

De la piel de los anfibios se han aislado una colección de varios PAMs que se pueden 

explorar desde un punto vista biotecnológico desde hace 40 años (37,38). Hasta el 2023 

según la base de datos de péptidos antimicrobianos (APD, https://aps.unmc.edu/, 

consultada el 22 de noviembre de 2023) se han identificado 3569 PAMs de los cuales 

1196 pertenecen a anfibios. 

 

Cada anfibio produce su propio conjunto de péptidos que interactúan en sinergia (39). 

Los PAMs de la piel de anuros se agrupan en familias según similitudes de la secuencia 

de aminoácidos (40,41). Por ejemplo, en los géneros Phyllomedusa, Agalychnis, 

Hylomantis y Pachymedusa se han identificado a las familias dermaseptinas, 

filoseptinas, plasticinas, picturinas, philloxinas y cruzioseptinas. Los PAMs son muy 

diversos y es poco frecuente que se encuentre un mismo péptido en dos especies, a 

pesar de que estén estrechamente relacionadas (42,43).  

 

1.1.4 Péptidos de la familia Cruzioseptina pertenecientes a Cruziohyla 

calcarifer   

 

En estudios preliminares se caracterizó el peptidoma de la secreción cutánea de la 

especie Cruziohyla calcarifer. La familia más representativa es cruzioseptina, este 

nombre es otorgado por su origen en Cruziohyla. Hasta la actualidad, se han reportado 

17 tipos diferentes de cruzioseptinas (43,44). Estos tienen las siguientes características: 

son catiónicos, anfipáticos, tienen una longitud de 20-32 residuos de aminoácidos, 

poseen un motivo de secuencia N-terminal, GFLD– y las secuencias –VALGAVSK– o –

GKAAL(N/G/S) (V/A)V– en la mitad del péptido. Esta familia de péptidos parece ser 

multifuncionales teniendo un amplio espectro de actividad. Las cruzioseptinas han 

presentado efecto antibacteriano, antifúngicos y antileishmania (43–45).  
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Tabla 1-1. Bioactividad de Cruzioseptinas. 

Péptido Secuencia  Actividad 

antimicrobiana 

Referencias  

CZS-1 GFLDIVKGVGKVALGAVSKLF-NH2 Escherichia coli, 

Staphylococcus 

aureus, Candida 

albicans, 

Leishmania spp. 

(44–46) 

CZS-2 GFLDVIKHVGKAALGVVTHLINQ-

NH2 

CZS-3 GFLDVVKHIGKAALGAVTHLING-

NH2 

CZS-4  GFLDVIKHVGKAALSVVSHLINE-

NH2 

CZS-16 GFLDVLKGVGKAALGAVTHLINQ-

NH2 

E. coli, S. aureus, C. 

albicans. 

(43) 

CZS-17 GFLDVVKGVGKAALGAVTHLINQ-NH2 

Realizado por: Taimal, 2024 

 

En investigaciones previas se demostró que CZS-1 es uno de los péptidos más potentes 

de la familia, sin embargo; presenta una toxicidad moderada debido a que mostró una 

lisis del 20 % de glóbulos rojos en la concentración de 32 (mg/L) contra Escherichia coli 

(44).  
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1.2 Planteamiento del problema a investigar  

 

En la década de 1950 aparecieron una gama importante de antimicrobianos, 

disminuyendo la tasa de mortalidad a causa de enfermedades infecciosas (47,48). Sin 

embargo, desde los primeros años del uso de antimicrobianos empezaron a aparecer 

microorganismos resistentes a los mismos. En algunos casos, la resistencia 

antimicrobiana (RA) es una característica inherente al microorganismo y en otros es una 

capacidad adquirida (49). Sin embargo, el uso irracional de antimicrobianos ha 

incrementado el aparecimiento de los microorganismos resistentes a estos fármacos. 

Dando lugar a que los microorganismos logren neutralizar o resistir el efecto de los 

medicamentos antibacterianos, antiparasitarios, antivirales y fungicidas  (50).  

 

La RA ha reducido las posibilidades de tratamientos eficaces de enfermedades 

infecciosas aumentando el riesgo de mortalidad, morbilidad, hospitalización prolongada 

y elevados costos económicos (51). Según la Organización Mundial de la Salud, las 

infecciones provocadas por la RA representan alrededor de 700 mil muertes por año y 

se estima que podrían ocasionar alrededor de 10 millones de muertes para el 2050  (52). 

Esto constituye un grave problema de salud y económico que afecta al funcionamiento 

de los sistemas de salud. Por esta razón, la Organización Mundial de la salud (OMS), 

Organización mundial de la sanidad animal (OIE) y la Organización de las Naciones 

Unidas para la Alimentación y la Agricultura (FAO) han considerado a las infecciones 

causadas por la RA como emergencia mundial y se requiere la implementación de un 

plan de acción global para contrarrestar la RA de forma urgente  (53). 

 

En el caso de Ecuador, se ha evidenciado el incremento de microorganismos resistentes 

a antibióticos. En el reporte del Ministerio de Salud Pública, de aislados hospitalarios 

con vigilancia a la RA desde 2014-2018 se evidenció que E. coli presentó el 50% de 

resistencia a cefalosporinas. En cambio, K. pneumoniae mostró un 20-35 % de 

resistencia a carbapenémicos como imipenen y meropenen. Mientras que 

P.  aeruginosa se identificó que tiene un 30% de resistencia a carbapenémicos como 

imipenen y meropenen. A diferencia de S. aureus que presentó el 87% de resistencia a 

penicilina y un 60% a cefazolina (50). En cambio, según un estudio en el Hospital del 

día IESS de 132 casos C albicans presentó un 23% de resistencia a fluconazol (54). 

 

 

 



 

7 
 

Los datos publicados en el 2015 en el Ecuador del Instituto Nacional de Investigación 

en Salud Pública (INSPI) evidenciaron que aislados de S. aureus de origen comunitario 

mostraron resistencia a cefoxitina con un 49.40 %. En cambio, E. coli mostró 83,10 % 

de resistencia contra ampicilina, P. aeruginosa con un 33,20 % a ciprofloxacina y K. 

pneumoniae presentó un 85,1% de resistencia a cefoxitina en muestras de sangre (55). 

 

La emergencia causada por el aumento de número de casos de resistencia 

antimicrobiana ha orillado a la industria farmacéutica a buscar nuevas estrategias para 

el desarrollo de nuevos fármacos antimicrobianos pero las iniciativas son cada vez más 

escasas (56). Por lo que, en los últimos años, investigadores se enfrentan a una carrera 

contra el tiempo, enfocándose en la búsqueda de nuevas moléculas y estructuras 

químicas como potenciales tratamientos de infecciones causadas por microorganismos 

resistentes (MR) (57). De manera que se considera como alternativas importantes a los 

antimicrobianos de uso común a la utilización de péptidos con potentes actividades 

antimicrobianas y diversos mecanismos de acción (58). 

 

1.3 Justificación de la investigación  

 

Los PAMs tienen un gran potencial, por su amplio espectro de actividad contra hongos, 

bacterias, parásitos y virus. Estos péptidos tienen características como buena 

estabilidad térmica, solubilidad en agua, bajo peso molecular, relación estructura-

actividad sencilla y sensibilidad baja (59).   

 

Existen varias ventajas de los PAMs frente a fármacos comunes, para tratar infecciones 

provocadas por microorganismos. Entre las ventajas, se encuentra la capacidad de 

algunos péptidos para modular respuestas inmunes. Es decir, pueden proteger al 

huésped a través de la actividad química, atrayendo leucocitos, estimulando la 

angiogénesis, modulando la expresión de citocinas proinflamatoria, mejorando la 

activación y diferenciación de monocitos. Debido a esto, los PAMs pueden matar a 

patógenos, iniciar el reclutamiento/ activación de inmunocitos y a la vez neutralizar una 

respuesta inflamatoria excesiva en el lugar de la infección (59). 

 

Otra de las ventajas es que al ser los PAMs moléculas pequeñas biológicamente activas 

compuestas por menos de 100 residuos de aminoácidos, pueden sintetizarse fácilmente 

y a un bajo costo. Además, que el uso de estos péptidos como medicamentos tienen 

como beneficio su hidrólisis por peptidasas presentes en el organismo. Esto evita que 
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haya acumulación en órganos específicos, minimizando efectos secundarios (60). 

Además, los PAMs son relativamente selectivos. Esto implica que tienen actividad 

contra bacterias a una concentración que usualmente ocasiona una baja toxicidad para 

las células huésped. Esto se da debido a que las membranas bacterianas tienen en la 

superficie fosfolípidos cargados negativamente, mientras que las membranas de células 

eucariotas los lípidos aniónicos se encuentran segregados en la cara citoplasmática de 

la bicapa lipídica. Debido a esto, los PAMs interactúan con membranas aniónicas y no 

con neutras por su naturaleza catiónica (61).  

 

Adicionalmente, los PAMs evitan que se genere la resistencia antimicrobiana provocada 

por antibióticos comunes debido a que interactúan con las membranas bacterianas por 

la neutralización de la carga, ya que pueden ingresar al interior y producir la muerte 

bacteriana. Los PAMs funcionan a una baja concentración incluyendo contra cepas 

resistentes a antibióticos tradicionales (59).  

 

Hasta el 2018, alrededor de 60 medicamentos basados en péptidos han sido aprobados 

y están siendo comercializados en Estados Unidos, Japón, Europa y países asiáticos. 

Más de 150 se encuentran en desarrollo clínico activo y otros 260 se han probado para 

ensayos clínicos en humanos (62). 

 

El descubrimiento de nuevos péptidos como cruzioseptinas es un elemento clave para 

el desarrollo de fármacos nuevos que se basan en moléculas naturales (44). Las 

cruzioseptinas son una familia de péptidos que se identificó como Cruziohyla calcarifer. 

Esta familia está conformada por 17 péptidos. Según estudios se ha demostrado que 

tienen un amplio espectro antimicrobiano. Sin embargo, existen pocas investigaciones 

que se dedican a identificar la actividad de cruzioseptinas contra microorganismos 

patógenos generando una necesidad de estudiarlas por sus propiedades físico-

químicas (63). 

 

Los péptidos cruzioseptinas se caracterizan por ser catiónicos, anfipáticos, que tienen 

una longitud de 20-32 residuos de aminoácidos con un amplio espectro antimicrobiano. 

Un estudio da a conocer que tres de las versiones semi-sintéticas cruzioseptina-1 (CZS-

1), 4 (CZS-4) y 16 (CZS-16) tuvieron una potente actividad antimicrobiana contra 

Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Candida albicans (44). 
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En este estudio nos enfocaremos en el péptido sintético Cruzioseptina 11 que es 

derivado de la secreción cutánea de Cruziohyla calcarifer con el fin de estudiar la 

actividad antimicrobiana y tóxica. 

 

1.4 Objetivos de la investigación  

 

1.4.1 General 

 

• Evaluar la actividad antimicrobiana y hemolítica del péptido sintético 

cruzioseptina 11 (CZS-11) proveniente de la secreción de la piel de Cruziohyla 

calcarifer.  

 

1.4.2 Específicos 

 

• Determinar la concentración mínima inhibitoria (MIC) del péptido sintético 

cruzioseptina 11 (CZS-11) contra las cepas ATCC Staphylococcus aureus, 

Escherichia coli y Candida albicans y las cepas aisladas clínicas de 

Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae. 

• Caracterizar la toxicidad del péptido sintético por medio de un ensayo hemolítico.  

• Predecir las propiedades físico-químicas, estructura y mecanismo de acción 

mediante bioinformática  
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CAPÍTULO II: MARCO METODOLÓGICO 

  

 

2.1   Síntesis del péptido sintético CZS-11 

 

El péptido CZS-11 (GFLDIVKHVGKAAGKAALNAVTEMVNQ-amida) fue sintetizado por 

medio de síntesis en fase sólida con el grupo protector Fmoc. Se utilizó un sintetizador 

automático de péptidos (Liberty Blue, CEM). Para ello se tomaron 0.526 mg de resina 

Fmoc Rink Amide LL (ProTide), N, N -dimetilformamida (DMF) como solvente principal 

y piperidina al 20% como solvente de desprotección con el fin de obtener 0.1 mmol del 

péptido. Después, en el acoplamiento se usaron 1.0 M de N, N'-diisopropilcarbodiimida 

(DIC) y 1.0 M de Oxima como activadores y una concentración de 0.2 M de cada 

aminoácido. 

 

Finalizada la síntesis se realizó el clivaje del péptido sintético para separar la resina de 

la cadena peptídica. Este proceso consistió en recuperar la resina y un lavado con 

diclorometano. A continuación, se eliminó el diclorometano por medio de accent 

cleavage system, después se recuperó la resina y se colocaron 5 mL de una solución 

compuesta por: ácido trifluoroacético (TFA) (92.5 %), 3,6-dioxa-1,8-octaneditiol (DODT) 

(2.5 %), triisopropilsilano (TIPS) (2.5 %), y agua (2.5 %).  Luego, la resina más la 

solución del clivaje se colocaron en el módulo de microondas por 30 min. Seguidamente, 

se eliminó la solución de clivaje por filtrado y se recuperó el péptido. 

 

Una vez finalizado el clivaje, se colocaron 20 mL de dietil éter frío y se precipitó el péptido 

durante 24 h a 4 °C. A continuación, se realizó el lavado, para esto se centrifugó a 2000 

rpm durante 10 min, se descartó el sobrenadante, se añadieron 15 mL de dietil éter frío 

y se homogeneizó. El lavado se realizó por triplicado. 

 

Concluido el proceso de lavado, el péptido se dejó secar durante la noche. 

Posteriormente se diluyó en ácido acético al 10% y una vez diluido se colocó agua tipo 

I. Después el péptido fue liofilizado y se conservó a –20°C.  
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2.2  Determinación de la masa monoisotópica del péptido sintetizado 

[M+H+] por MALDI-TOF MS 

 

La masa monoisotópica [M+H+] del péptido se verificó por espectrometría de masas 

MALDI-TOF. El péptido sintético fue diluido empleando 1 mg de péptido más 500 μl del 

solvente A (Agua tipo I y 0.1% de ácido trifluoroacético (TFA)). Luego, se colocó 1 μL 

de matriz ácido α-ciano-4-hidroxicinámico (CHCA) 10 mg/mL en una placa de 48 pocillos 

y se dejó secar. Seguidamente, se adicionó 1 μl de péptido diluido y se dejó secar 

nuevamente. La placa se colocó en el espectrómetro de masas MALDI-TOF y se analizó 

en un rango de 2200 a 3000 Da. en modo reflectrón, con la siguiente configuración: 

profile = 200, power = 40, y shots = 2. 

 

2.3  Purificación de CZS-11 por HLPC de fase reversa 

 

Se disolvieron 10 mg de péptido sintetizado en 1 mL de solvente A (descrito en la 

sección 2.2). Luego, se realizó un vórtex y espín para homogeneizar. Después, la 

muestra se filtró a través de una membrana con un poro de 0.45 μm y un diámetro de 

15mm.  

  

La técnica que se utilizó para la purificación fue cromatografía líquida de alta eficiencia 

(HPLC) en fase reversa empleando un equipo Waters HPLC equipado con Detector 

UV/Visible 2489, Bomba Binaria 1525. El software EmpowerTM 3 fue utilizado para 

realizar el análisis de los datos.  

 

Se inyectaron 100 μl del péptido en el HPLC empleando la columna XBridge® Peptide 

BEH C18 OBDTM Prep ColumN, 300Å, (10mm x 250 mm), y un tamaño de partícula de 5 

μm. Se emplearon como fases móviles el solvente A (Agua tipo I y 0.1% TFA) y solvente 

B (99.9 mL de acetonitrilo más 0.1 % de TFA).  El gradiente que se utilizó se describe 

en la (Tabla 1-2). 
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Tabla 1-2. Gradiente de elusión para la 
purificación del péptido mediante 
HPLC 

Tiempo 

(min) 

Flujo 

(mL/min) 

%A %B 

 1.00 90.0 10.0 

1.00 1.00 90.0 10.0 

40.00 1.00 30.0 70.0 

45.00 1.00 20.0 80.0 

50.00 1.00 0.0 100.0 

Realizado por: Taimal, 2024. 

 

El tiempo de corrida fue de 50 minutos, con un flujo de 1mL/min. La detección se realizó 

a una absorbancia de 214 nm. Se recolectó manualmente fracciones del pico 

perteneciente al péptido en tubos de vidrio de 5mL.  

 

2.4  Determinación de la masa monoisotópica del péptido purificado por 

MALDI-TOF MS 

 
Para la identificación de la masa monoisotópica [M+H+] de cada fracción obtenida en la 

sección previa, se aplicó el procedimiento detallado de la sección 2.2. Se unieron las 

fracciones en un tubo de 50 mL que se visualizaba la masa monoisotópica [M+H+] del 

péptido, como también sus aductos con sodio (Na) y potasio (K). 

 

Para el análisis de los resultados se realizó las siguientes configuraciones  en  Peak 

prossesing: Scenario: Advanced Peak width: 5, Smoothing method: Off, Smoothing 

filther width: 20, Peak detection method: Threshold - 25% Centroid y Threshold offset: 

0.2 mV. 

 

2.5  Verificación de pureza por HPLC  

 

La pureza del conjunto de fracciones unidas se analizó mediante HPLC con la columna 

analítica Jupiter C18 300Å LC Columna 250 x 4.6 que tiene un tamaño de partícula de 5 

μm. El volumen de inyección fue de 80 μL de la muestra purificada, con un flujo de 

1mL/min y el gradiente fue de 10-100 % del solvente B (99.9 mL de acetonitrilo más 0.1 

% de TFA) en 60 min. La detección se realizó a una longitud de onda de 214 nm. 



 

13 
 

2.6  Liofilización  

 
El tubo que contenía el péptido purificado se congeló en un ultracongelador a -80°C por 

12 horas. Posteriormente, la muestra se colocó en el liofilizador (BenchTop Pro 

Omnitronics de 9 litros).  El equipo se configuró para la cámara de refrigeración -80°C y 

0.09 mbar por 5 días. Después, el péptido sintético se conservó a -20°C. 

 

2.7   Determinación de la concentración inhibitoria mínima (CIM) y 

concentración bactericida mínima (MBC) 

 
Se utilizaron las cepas ATCC de Escherichia coli 25922, Staphylococcus aureus 29213. 

Candida albicans  10231y los  aislados clínicos resistentes a ampicilina de Klebsiella 

pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa. 

 

Los microorganismos se reactivaron colocando 50 μL de cultivo stock en 20 mL de caldo 

Mueller Hinton (MHB) y se incubaron con agitación por 24 horas a una temperatura de 

37°C. Posteriormente, se transfirieron 500 μL de cada cultivo previamente obtenido a 

20 mL de caldo Mueller-Hinton (MHB) y se incubaron nuevamente en agitación a 37°C 

durante 1 h 30 (E. coli), 2 h (K. pneumoniae, S. aureus, P. aeruginosa) y 6 h (C. 

albicans). Para alcanzar una concentración de 1x108 Unidades Formadoras de Colonia 

por mililitro (UFC/mL). Una vez que los microorganismos ingresaron en la fase 

exponencial de crecimiento, se diluyeron 200 μL de cada subcultivo en 19,8 mL de MHB, 

obteniendo así una concentración final de 1x106 UFC/mL. 

 

Para comprobar que el conteo de UFC/mL sea 1x106, se colocaron 900 μL de Solución 

Salina Tamponada con Fosfato (PBS) 1X en 4 tubos de 1,5 mL, luego se realizó 

diluciones seriadas (1x10-2, 1x10-3, 1x10-4) partiendo de añadir 100 μL del subcultivo de 

cada microorganismo en uno de los tubos con PBS 1X. A continuación, se sembraron 

20 μL de las diluciones 1x10-3 y 1x10-4 en una caja Petri con agar Mueller-Hinton Agar 

(MHA) por triplicado. Se dejó secar y se incubó durante 24h a 37°C. Al siguiente día se 

contaron las colonias y se aplicó la siguiente formula: 

 

UFC

mL
=

#colonias ∗ Factor de dilución 

Volumen de inoculación
 

 

Para evaluar la CIM se realizaron diluciones seriadas del péptido en dimetil sulfóxido 

(DMSO) hasta obtener las siguientes concentraciones: 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 

https://www.thelancet.com/journals/laninf/article/PIIS1473-3099(13)70190-7/fulltext
https://www.thelancet.com/journals/laninf/article/PIIS1473-3099(13)70190-7/fulltext
https://www.thelancet.com/journals/laninf/article/PIIS1473-3099(13)70190-7/fulltext
https://www.thelancet.com/journals/laninf/article/PIIS1473-3099(13)70190-7/fulltext
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2, 1 x 102 mg/L. Seguidamente en una placa estéril de 96 pocillos se colocaron 2 μL de 

cada dilución del péptido en conjunto con 198 μL de cada suspensión bacteriana. Como 

control negativo se utilizaron 2 μL de DMSO con 19,8 μL de microorganismo, en cambio 

para el blanco se colocaron 200 μL de MHB. Se realizaron 5 réplicas por cada 

concentración del péptido diluido y el ensayo se hizo por duplicado. Luego, se incubó 

cada placa de 96 pocillos durante 16 horas a 37°C. Después, se leyó la absorbancia de 

cada placa a una longitud de onda de 560 nm en un lector de microplacas ELISA 

GloMax® Discover (Promega). 

 

Para evaluar la concentración bactericida mínima (CBM) se trasfirió una gota de 10 μL 

de cada pocillo que no presentó crecimiento del microorganismo en el ensayo de CIM a 

placas con agar Mueller Hinton (MHA), se dejó secar y se incubó a 37°C durante 16 h. 

Al día siguiente se registró en que concentración se inhibió el crecimiento microbiano. 

 

2.8  Ensayo Hemolítico  

 
Se emplearon eritrocitos humanos para determinar la actividad hemolítica de CZS-11. 

Para el ensayo se colocaron aproximadamente 3-4 mL de sangre total en un tubo de 50 

mL y se extrajo el suero por medio de centrifugación a 1000 rpm durante 5 min. A 

continuación, se realizaron tres lavados con PBS. Para ello, se colocaron 10 mL de PBS 

1X suavemente en el tubo con glóbulos rojos y se centrifugó a 1000 rpm por 5 min. 

Después se realizó una solución de glóbulos rojos al 4% en PBS 1x.  

 

Por otro lado, se realizaron diluciones seriadas en DMSO del péptido con las siguientes 

concentraciones: 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1 x 10 2 mg/L. En tubos de 1.5 se 

colocaron 200 μL de suspensión de glóbulos rojos al 4 % más 200 μL de las diluciones 

del péptido. Se tomó como control negativo 200 μL de PBS 1X estéril + 200 μL de 

suspensión al 4% de eritrocitos. Como control positivo se colocaron 200 μL de 

suspensión de eritrocitos al 4% en conjunto con 195 μL de PBS 1X estéril y 5μL Tritón 

X-100. A continuación, se incubaron los tubos por 2 h a 37°C. Después, se centrifugó a 

1000 rpm por 5 minutos.  Se realizaron 3 réplicas para cada concentración. 

  

Consecuentemente se transfirieron 200 μL de sobrenadante a una placa de 96 pocillos 

y se analizó la placa en un lector de microplacas (GloMax® Discover, Promega) a una 

longitud de onda de 560 nm. El porcentaje de la hemólisis se utilizó la siguiente fórmula: 
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% de hemólisis = 
(𝐴−𝐴0)

(𝐴𝑥−𝐴0)
 x 100 

 

Donde: 

A   = Concentración del péptido                          

A0 = Control negativo 

Ax = Control positivo  

 

2.9 Índice de selectividad  

 

El índice de selectividad es la relación entre la toxicidad (hemólisis) y el efecto biológico 

(CIM). Este parámetro es obligatorio durante la investigación preclínica.  

 

Para realizar el cálculo del índice de selectividad se utilizó la siguiente fórmula: 

 

Í𝑆 =
𝐻𝐶10

𝐶𝐼𝑀90
 

 

Donde: 

HC10  = Concentración del péptido que causa el 10% de hemólisis. 

CIM = Concentración mínima del péptido que causa una inhibición del 90% de cada 

microrganismo que tuvo actividad el péptido (64). 

 

2.10 Análisis bioinformático 

 

La secuencia del péptido cruzioseptina CZS-11 fue comparada con la base de datos 

del Centro Nacional para la Información Biotecnológica (NCBI) mediante las 

herramientas Blast/p. La visualización de los datos se llevó a cabo por Jalview. Por 

medio de programas bioinformáticos, también se llevó a cabo el análisis de la secuencia 

de nucleótidos y la predicción de la estructura secundaria utilizando Chou & Fasman 

Secondary Structure Prediction Server (CFSSP) y Porter 5.0. Además, se calcularon 

las propiedades físico-químicas a través de Peptide propertie calculator v.3.1, Peptide 

mass calculator v3.2 y Heliquest. El Modelo tridimensional de CZS-11 se obtuvo por 

medio de I-Tasser y se visualizó con UCSF Chymera. 
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CAPÍTULO III PRESENTACIÓN DE DATOS Y RESULTADOS  

 

 

3.1  Determinación de la pureza y masa monoisotópica [M+H+] del péptido 

sintetizado  

 

En la síntesis en fase sólida con el grupo protector Fmoc se obtuvieron 146,6 mg del 

péptido sintético CZS-11 con una pureza del 28,91%, la cual fue determinada a través 

de HPLC en fase reversa. La masa monoisotópica del péptido es de [M+H+] = 2780,154 

Da., determinada por el espectrómetro de masas MALDI-TOF con un error de 130,191 

ppm con respecto a la masa teórica monoisotópica de 2779,516 Da. a la cual se le añade 

un H+= 2780,516 Da., el protón se otorga por la matriz CHCA (Figura 1-3). 
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Figura 1-3. Determinación de la pureza y masa monoisotópica [M+H+] del péptido CZS-11 
sintetizado CZS-11. A) Pureza del péptido sintético CZS-11 evaluado 
mediante HPLC fase reversa. El eje X representa el tiempo de retención del 
péptido en minutos y en el eje Y se encuentra la absorbancia relativa (AU) a 
una longitud de onda de 214 nm. B) Análisis de masas del producto sintético 
CZS-11 obtenido mediante el espectrómetro de masas MALDI-TOF. La masa 
monoisotópica [M+H+] de 2780,154 Da. representa la masa del péptido. 

Realizado por: Taimal, 2024. 

 

3.2 Determinación de la pureza y masa monoisotópica [M+H+] del péptido 

purificado  

 

Mediante la purificación del péptido a través de la técnica HPLC fase reversa se 

obtuvieron 14.33 mg con una pureza de 87,19 % evaluada por HPLC y una masa 

monoisotópica de [M+H+] = 2780,425 Da. determinada por espectrómetro de masas 

MALDI-TOF, presentando un error de 32,727 ppm en relación con la masa 

monoisotópica que es de 2779,516 Da. a la cual se le añade H+= 2780,516 Da., el protón 

se otorga por la matriz CHCA. La formación de aductos presentó un error de 744,425 

ppm para sodio (Na) con relación a la masa monoisotópica de 2803,505 Da. y 86,536 

ppm para potasio (K) con relación a la masa monoisotópica de 2819,614 Da. 

A) 
 

B) 
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Figura 2-2. Determinación de la pureza y masa monoisotópica [M+H+] del péptido CZS-11 
purificado. A) Pureza del péptido CSZ-11 purificado mediante cromatografía de 
alta eficiencia HPLC. El eje X corresponde al tiempo de retención en minutos. 
En cambio, el eje Y representa la absorbancia relativa (AU) a una longitud de 
onda de 214 nm. B) Análisis de masas del péptido sintético purificado CZS-11 
obtenido mediante el espectrómetro de masas MALDI-TOF. La [M+H+] 
monoisotópica de 2780,425 Da. corresponde al péptido CZS-11. La [M+H+] 
monoisotópica de 2801,418 Da. representa a la formación del aducto con Na. 
La [M+H+] monoisotópica 2819,370 Da. representa a la formación del aducto 
con K. 

Realizado por: Taimal, 2024. 

 

 

 

 

 

 

 

 

A) 
 

B) 
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3.3  Concentración inhibitoria mínima (CIM) y concentración bactericida mínima 

(CBM) 

 

El péptido sintético cruzioseptina 11 (CZS-11) con 87,19% de pureza presentó actividad 

antimicrobiana contra E. coli a una CIM de 11,52 (32) μM (mg/L). También tuvo actividad 

contra S. aureus y K. pneumoniae siendo la CIM 46,07 (128) μM (mg/L). En cuanto a C. 

albicans y P. aeruginosa el péptido no presentó ningún tipo de actividad inhibitoria 

(Figura 3-3).  

 

 

Figura 3-3. CIM del péptido sintético cruzioseptina -11 (CZS-11) contra E. coli , C. 
albicans,  S. aureus, K. pneumoniae y P. aeruginosa. MHB corresponde al 
blanco y DMSO al control negativo C(-). 

Realizado por: Taimal, 2024. 
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Figura 4-3. Actividad hemolítica del péptido sintético cruzioseptina -11 (CZS-11). Control 
positivo C (+) suspensión de eritrocitos + PBS + 5μL Tritón X-100 y control 
negativo C (-) suspensión de eritrocitos + PBS 1X.  

Realizado por: Taimal, 2024. 
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3.4 Índice de selectividad 

 

El índice de selectividad más alto es el de 19,59, perteneciente a E. coli. Mientras que, 

el ÍS es de 4,89 para S. aureus y K. pneumoniae. 

 

Tabla 1-3. Resultados del índice de selectividad (ÍS) 

 HC10 (mg/L) CIM (mg/L) IS 

S. aureus 564,45 115,2 4,89 

E. coli 564,45 28,2 19,59 

K. pneumoniae  564,45 115,2 4,89 
Realizado por: Taimal, 2024. 

 

3.5 Análisis Bioinformáticos  

 

Las propiedades físico-químicas de CZS-11 se predijeron a través de Peptide Property 

Calculator v.3.1, Peptide Mass Calcultor v3.2 y HeliQuest. Los valores de hidrofobicidad 

obtenidos mediante HeliQuest fueron de 0.34 con un momento hidrofóbico de 0.31 y 

una carga neta z de 1 (Tabla 2-3). 

 

Tabla 2-3. Propiedades físico-químicas del péptido sintético cruzioseptina-11 obtenidas 
de Peptide property calculator, Peptide Mass Calculator v3.2 y HeliQuest  

Propiedades físico-químicas del péptido sintético CZS-11 

Número de residuos: 27 

Masa monoisotópica : 2779,516 g/mol 

% aminoácidos ácidos: 7,41 

% aminoácidos básicos: 14,81 

% aminoácidos neutros: 25,93 

% aminoácidos hidrofóbicos: 51,85 

Carga neta z: 1 

% hélice alfa: 96.30% 

Hidrofobicidad: 0,34222 

Momento hidrofóbico: 0,31 

Realizado por: Taimal, 2024. 
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En cambio, la estructura secundaria se predijo mediante el software Chou & Fasman 

Secondary Structure Prediction Server (CFSSP) (Figura 5-3), Porter 5.0 (Tabla 3-3) y a 

través de SOPMA. Por medio de SOPMA se obtuvo que el 96,30 % de los residuos de 

aminoácidos del péptido conforman una α-hélice. En cuanto, a la predicción de la rueda 

helicoidal se realizó mediante HeliQuest donde se observa características anfipáticas 

(Figura 6-3). 

 

 

 

Figura 5-3. Predicción de la estructura secundaria del péptido CZS-11 mediante 
Chou & Fasman Secondary Structure Prediction Server (CFSSP). 
Residuos con coloración roja presentan la conformación α-hélice. 
Aminoácidos con coloración verde representan la conformación 
hoja plegada β. En cambio, los residuos con coloración azul 
representan giros y bucles cortos. Por último, los aminoácidos con 
coloración amarilla no tienen una conformación definida. 

Realizado por: Taimal, 2024. 
 

 
Tabla 3-3. Predicción de la estructura secundaria del péptido CZS-11         

mediante Porter 5.0  

Péptido Estructura secundaria  

CZS-11 CHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH
CC 

 

Realizado por: Taimal, 2024. 

 

https://www.biogem.org/tool/chou-fasman/
https://www.biogem.org/tool/chou-fasman/
https://www.biogem.org/tool/chou-fasman/
https://www.biogem.org/tool/chou-fasman/
https://www.biogem.org/tool/chou-fasman/
https://www.biogem.org/tool/chou-fasman/
https://www.biogem.org/tool/chou-fasman/
https://www.biogem.org/tool/chou-fasman/
https://www.biogem.org/tool/chou-fasman/
https://www.biogem.org/tool/chou-fasman/
https://www.biogem.org/tool/chou-fasman/
https://www.biogem.org/tool/chou-fasman/
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Figura 6-3. Predicción de rueda helicoidal de CZS-

11. Los residuos que se encuentran en 
amarillo son hidrofóbicos/ no polares. 
Los aminoácidos que se encuentran en 
azul son básicos y los que se 
encuentran en rojo son ácidos. La flecha 
indica el momento hidrofóbico neto. 

Realizado por: Taimal, 2024. 

 

También se llevó a cabo la comparación de la secuencia del péptido CZS-11 utilizando 

la base de datos NCBI a través de la herramienta BLAST/p (proteína-proteína). Este 

análisis identificó un total de 100 secuencias de péptidos con similitudes. De estas, se 

seleccionaron las primeras 5 secuencias (Figura 7-3). De la cuáles, cruzioseptina 8 

(CZS-8) proveniente de la especie Cruziohyla calcarifer obtuvo el valor e-value más bajo 

de 7e-16 y un porcentaje de identidad de 92.59 %. 
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j

 

Figura 7-3. Comparación de la secuencia de aminoácidos de CZS-11 con péptidos 
de la familia cruzioseptina de acuerdo con BLAST/p (proteína-proteína) 
en la base de datos NCBI visualizada con Jalview  

Realizado por: Taimal, 2024. 

 

Tabla 4-3. Matriz de identidad obtenida a través de los datos de blast/p. (proteína-proteína) 
de NCBI  

Realizado por: Taimal, 2024. 

 

La predicción de la estructura tridimensional de los péptidos se realizó por medio de I-

TASSER, de esta forma se determinó que el péptido sintético CZS-11 tiene una 

estructura α-helicoidal. El software predijo 5 modelos, para elegir el modelo con mejor 

predicción se tomó en cuenta el parámetro C-score que se encontró en -0.63 frente a -

2,71, -5. -2.12 y -5. Este parámetro demuestra una puntuación de confianza para estimar 

la calidad de los modelos predichos por I-TASSER. Donde un puntaje C de mayor valor 

significa un modelo con una alta confianza. Para visualizar el modelo se utilizó Chimera 

1. 17. Asimismo, mediante este software se observaron los aminoácidos positivos, 

negativos, neutros, hidrofóbicos y polares. 

  

 CZS-11 CZS-8 CZS-7 CZS-6 CZS-9 CZS-5 

CZS-11 100.00 % 92.86 % 89.29 % 82.14 % 82.14 % 75.00 % 
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Figura 8-3. Modelo tridimensional de CZS-11 obtenida por medio de 
I-TASSER visualizada con UCSF Chymera. A) 
Representación de interacciones entre átomos. B) 
Representación entre cintas. 

Realizado por: Taimal, 2024. 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9-3. Representación de la carga de los aminoácidos en el modelo 
tridimensional de CZS-11 obtenida por medio de I-TASSER 
visualizada con UCSF Chymera. A) Representación de interacciones 
entre átomos. B) Representación entre cintas. 

Realizado por: Taimal, 2024. 
 
 

 

 

B) 

A) 

A) 

B) 
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Figura 10-3. Representación de la hidrofobicidad de los aminoácidos en el 
modelo tridimensional de CZS-11 obtenida por medio de I-
TASSER visualizada con UCSF Chymera. A) Representación de 
interacciones entre átomos. B) Representación entre cintas.  

Realizado por: Taimal, 2024. 

 

 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 

 
 

Figura 11-3. Representación de la polaridad de los aminoácidos en el modelo 
tridimensional de CZS-11 obtenida por medio de I-TASSER 
visualizada con UCSF Chymera. A) Representación de 
interacciones entre átomos. B) Representación entre cintas. 

Realizado por: Taimal, 2024. 
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Tabla 5-3. Comparación de los resultados de CZS-11 con péptidos pertenecientes a la            
familia cruzioseptina. 

Péptido Secuencia AAs CIM 

μM(mg/L) 

% Hemólisis 

en CIM 

(mg/L) 

Referencias 

E. coli S. aureus 

CZS-11 GFLDIVKHVGKA

AGKAALNAVTE

MVNQ-NH2 

27 11,52 

(32) 

46,07 

(128) 

(32) -> 0 

(128) -> 0 

Este 

Estudio 

CZS-16 GFLDVLKGVGK

AALGAVTHLIN

Q-NH2 

23 27,5 

(64) 

27,5 (64) (64) -> 6.3% (43) 

CZS-17 GFLDVVKGVG

KAALGAVTHLI

NQ-NH2 

23 55,5 

(128) 

111,0 

(256) 

(128) -> 0.7% 

(256) -> 4.3% 

(43) 

CZS-1 GFLDIVKGVGK

VALGAVSKLF-

NH2 

21 15,11 

(32) 

3,77 

(8) 

(32) -> 20% 

(8) -> 1% 

(44) 

CZS-2 GFLVIKHVGKA

ALGVVTHLINQ-

NH2 

22 26,35 

(64) 

6,59 

(16) 

(64) -> 54% 

(16) -> 6% 

(44) 

CZS-3 GFLDVVKHIGK

AALGAVTHLLIN

Q- NH2 

24 13,32 

(32) 

13,32 

(32) 

(32) -> 6% (44) 

Realizado por: Taimal, 2024. 
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CAPÍTULO iV: INTERPRETACIÓN Y DISCUSIÓN 

 

 

La hemólisis se define como un proceso de ruptura y destrucción de eritrocitos. La 

actividad hemolítica es empleada para evaluar la toxicidad de los péptidos 

antimicrobianas sobre las células eucariotas  (65). Se utilizan los eritrocitos porque son 

un tipo simple de células que no poseen orgánulos subcelulares. Estos son fáciles de 

obtener de forma pura y se los puede utilizar como índice de daño a la membrana celular 

por los péptidos (66) . 

 

Para que un PAMs sea candidato a ser un fármaco sistémico tiene como requisito tener 

una actividad baja contra eritrocitos (67). Caso contrario, los eritrocitos se destruirían 

liberando la hemoglobina causando daño a los tejidos. Además, se podría comprometer 

su función principal de transporte de oxígeno, provocando problemas de oxigenación a 

los tejidos (68).  Por esta razón, el péptido debe tener un equilibrio entre la hemólisis y 

actividad terapéutica (69). Usualmente la toxicidad ha impedido que varios de los 

posibles medicamentos no sean aprobados (70). Por esta razón, el péptido sintético 

CZS-11 de 23 residuos de aminoácidos podría tener potencial terapéutico porque no 

presentó hemólisis, en la CIM que mostró actividad contra S. aureus ATCC 29213 (46,07 

μM) y contra E. coli ATCC 25922 (11,52 μM), y el aislado clínico resistente a ampicilina 

de Klebsiella pneumoniae  con un valor de CIM de 46,07 μM (Figura 3-3).  

 

Los resultados obtenidos del péptido CZS-11 se compararon con algunos péptidos de 

la familia de cruzioseptinas mencionadas anteriormente. Para la comparación se tomó 

en cuenta la actividad presentada por los péptidos para E. coli y S. aureus debido a que 

CZS-11 no presentó actividad para C. albicans. Tampoco se hizo relación a la actividad 

contra las bacterias resistentes P. aeruginosa y K. pneumoniae porque hasta la 

actualidad no se han realizado ensayos en todos los péptidos de la familia mencionada 

anteriormente. Pues el péptido CZS-16 presentó un valor de CIM de 27,5 μM contra E. 

coli y S. aureus. Además, mostró una actividad hemolítica de 6,3 % según la (Tabla 5-

3). En cambio, CZS-17 exhibió valores de CIM de 55,5 μM para E. coli y 110 μM contra 

S. aureus, teniendo una hemólisis de 0,7 al 4,3 % (71) . Mientras que, la CZS-1 presentó 

una CIM de 15,11 μM para E. coli y 3.77 μM para S. aureus, con una hemólisis del 1-

20%. La CZS-2 exhibió valores de CIM de 26,35 μM para E. coli y 66,59 para S. aureus, 

presentando una actividad hemolítica del 6-54%. En cambio, CZS-3 mostró un valor de 

CIM de 13,32 para E. coli y S. aureus, presentando una actividad hemolítica de 6% (44). 

https://www.thelancet.com/journals/laninf/article/PIIS1473-3099(13)70190-7/fulltext
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Como se puede identificar, algunos de los péptidos de la familia son muy buenos 

candidatos como potenciales terapéuticos porque presentan baja hemólisis y presentan 

actividad contra E. coli y S. aureus. Sin embargo; de los péptidos mencionados 

anteriormente ninguno posee un porcentaje de hemólisis nula o de 0% como es el caso 

del péptido sintético CZS-11, por esta razón se puede inferir que tiene un alto valor como 

potencial terapéutico. 

 

La nula hemólisis que presentó el péptido sintético CZS-11 en las concentraciones 

donde se encuentra la CIM de las cepas mencionadas, puede deberse a la 

hidrofobicidad relativamente baja que es de 0.34 (Tabla 2-3). Se infiere que es baja, 

debido a que el programa HeliQuest utiliza la escala de Fauchere y Pliska que va de -

1.01 a 2.25  (72). Impidiendo que las moléculas ingresen en la membrana citoplasmática 

de los glóbulos rojos para provocar la hemólisis (73).  

 

Como se mencionó anteriormente, el péptido tuvo actividad contra E. coli, S. aureus y 

K. pneumoniae. La actividad antimicrobiana puede atribuirse al hecho de que los 

péptidos únicamente requieren posicionarse en la interfaz, alineándose de manera 

paralela a la superficie de la membrana. Esto posibilita que su superficie hidrófoba 

(orientada hacia el interior) pueda interactuar con la posición hidrófoba del lípido. 

Mientras que los residuos cargados positivamente (dirigidos hacia el exterior) pueden 

interactuar con los grupos de cabeza cargados negativamente de los fosfolípidos 

(74,75).´ 

 

Las bacterias (E. coli y K. pneumoniae) se clasifican como Gram negativas, a diferencia 

de S. aureus, que es Gram positiva. Esto ayuda a la explicación de la actividad del 

péptido CZS-11 ya que podría atribuirse a su naturaleza catiónica, como se refleja en la 

(Tabla 2-3), donde se observa que posee una carga neta de +1. Debido a que los 

péptidos catiónicos en gran medida reemplazan al Mg2+ o Ca2+ que funciona como 

estabilizador del lipopolisacárido que se encuentra en la membrana externa de las 

bacterias Gram negativas. Causando así, la alteración de la membrana externa 

provocando que las moléculas peptídicas puedan acceder y penetrar en la membrana 

citoplasmática (76). En cambio, según estudios de otros péptidos. El mecanismo de 

acción contra bacterias Gram positivas puede ser por la carga positiva que interactúa 

con los ácidos teicoicos y lipoteicoicos. Los mecanismos también incluyen formación de 

poros en la membrana celular provocando la pérdida del contenido celular e inhibición 

de precursores en la síntesis de la pared celular (77). 
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Además, su actividad puede atribuirse a su anfipaticidad (propiedad de tener regiones 

hidrofílicas e hidrofóbicas). La exposición de una superficie hidrofóbica es un patrón 

frecuente y constituye la fuerza principal que impulsa la introducción de un péptido en la 

interfaz altamente anisotrópica de una bicapa lipídica, desplazando las cadenas 

laterales hidrofóbicas del agua para estar en contacto con la región hidrocarbonada de 

la bicapa (78). 

 

Es importante destacar que, de acuerdo con la predicción de la estructura secundaria 

(Figura 5-3) el 96.2 % de residuos de aminoácidos tienen una conformación α-hélice. 

Este predominio de α-hélice suele conferir al péptido una mayor actividad contra 

membranas microbianas (59,79). Debido a que, la conformación α-hélice del péptido 

presenta un extremo hidrofóbico y otro hidrofílico. La presencia de un extremo hidrofílico 

facilita la interacción del péptido con la superficie acuosa de la membrana bacteriana, 

un aspecto relevante para su actividad antimicrobiana (80). 

 

El índice de selectividad es el indicador más adecuado para evidenciar la seguridad de 

los péptidos a potenciales terapéuticos. El ÍS refleja la ventana terapéutica entre la 

toxicidad y el efecto biológico. Los valores altos impulsan los siguientes pasos en la 

evaluación del péptido de prueba como posible fármaco (69,81). El criterio de aceptación 

con respecto a la muestra bioactiva selectiva es de ÍS ≥ 10. Mientras que, si el ÍS se 

encuentra entre 1-10, es recomendable volver a evaluar el péptido utilizando otro 

biosistema para confirmarlo. Por otro lado, si la muestra bioactiva presenta un ÍS <1 

puede contener componentes tóxicos y no son aptos como potenciales terapéuticos 

(82). Con el criterio mencionado, el péptido CZS-11 es selectivo como potencial 

terapeútico para Escherichia coli con un ÍS de 19,59. Sin embargo, su ÍS de 4,89 frente 

a Klebsiella pneumoniae y Staphylococcus aureus indica la necesidad de una 

reevaluación utilizando otro biosistema para confirmar el índice de selectividad. Es 

importante destacar que el péptido CZS-11 no presenta un ÍS inferior a 1, lo que sugiere 

que no es tóxico. 

 

La afinidad por E. coli se puede identificar, con los valores de MBC. Ya que, presento 

valores MBC de 11,52 μM para E. coli; 92,15 μM para S. aureus y 46,07 μM para K. 

pneumoniae. Como se puede identificar, el valor más bajo de concentración es de E. 

coli. Mientras más baja sea la concentración es mejor y más potente es el péptido contra 

el microorganismo. 
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Como se visualiza en la (Figura 3-3) el péptido CZS-11 no posee actividad contra P. 

aeruginosa. Esto podría estar relacionada a la permeabilidad de la membrana externa 

de P. aeruginosa debido a que es extremadamente restringida; es entre 12 a 100 veces 

menor que la de E. coli. Una de las razones de que podría ocurrir esto, es debido a una 

proteína de la membrana externa denominada OprF siendo la porina predominante en 

esta bacteria. La OprF es encargada de la captación inespecífica de iones y sacáridos 

(83). Esta proteína tiene la capacidad de adoptar dos configuraciones distintas: i) 

configuración cerrada de dos dominios que comprende un β-barril transmembrana en el 

extremo N-terminal y un dominio globular periplásmico en el extremo C-terminal. ii) 

configuración de canal abierto con un solo dominio transmembrana. Por lo que, la 

prevalencia de canales OprF mayoritariamente cerrados puede explicar la notable 

reducción de la permeabilidad de la membrana externa de P. aeruginosa en 

comparación con otras bacterias (76). 

 

En la (Figura 3-3) también se observa que no tuvo actividad contra C. albicans. Esto 

puede deberse a la complejidad de la membrana plasmática en comparación con las 

bacterias debido a que C. albicans posee esfingolípidos y esteroles (84). Los 

esfingolípidos ejercen un fuerte impacto en la fluidez, hidratación, permeabilidad pasiva, 

difusión lateral de componentes, curvatura de membrana y grosor, contribuyendo a la 

estabilidad y la dinámica de la compartimentación de la membrana (85). En cambio, los 

esteroles proporcionan estabilidad y resistencia a las tensiones físicas de la membrana 

(86). 
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CAPÍTULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

 

 

En el presente trabajo de titulación se reporta la actividad del péptido sintético 

cruzioseptina 11 (CZS-11) con 87,19% de pureza. Este presentó actividad 

antimicrobiana contra E. coli a un valor de CIM de 11,52 μM. Como también a una CIM 

de 46,07 μM para S. aureus y K. pneumoniae. Además el péptido presentó una MBC de 

11,52 μM en E.coli 92,15 μM para  S. aureus y 46,07 μM en K. pneumoniae. En cuanto 

a la toxicidad, el péptido no mostró hemólisis en las mismas concentraciones de 

inhibición. 

 

Los resultados de las propiedades fisicoquímicas muestran que el péptido posee una 

estructura secundaria α-hélice anfipática, con un porcentaje de aminoácidos 

hidrofóbicos de 51,85%, la carga neta del péptido es de +1. Estas características del 

péptido indican una estrecha relación con mecanismos de acción de péptidos con 

similares características.  

  

El péptido mostró alentadores resultados como potencial terapéutico contra E. coli, S. 

aureus y K. pneumonie, Demostrando que el péptido cruzioseptina-11 tiene un potencial 

biomédico, dentro del problema emergente a nivel mundial de la resistencia bacteriana 

a antibióticos. 

 

Finalmente, en base a la información proporcionada en este estudio sería necesario 

ampliar la investigación en la evaluación de la actividad de CZS-11 con bacterias con 

diferentes perfiles de resistencia. Como también, evaluar la actividad de CZS-11 por 

medio de otros ensayos e identificar el mecanismo de acción específico del péptido.  
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