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Resumen 
 
 
El desarrollo de nuevos agentes terapéuticos inspirados en péptidos antimicrobianos ha 
suscitado un gran interés por su amplio espectro de actividad. Sin embargo, enfrentan 
desafíos como baja actividad y alta toxicidad. La investigación se centró en diseñar 
análogos inspirados en el péptido cruzioseptina-1, con mayor actividad y menor efecto 
hemolítico. Librerías de análogos se crearon mediante dos estrategias: 1) Sustitución 
por aminoácidos comunes en péptidos antimicrobianos y 2) ajuste de cationicidad e 
hidrofobicidad. Se analizó su potencial antimicrobiano, citotoxicidad, estructura y 
propiedades fisicoquímicas mediante herramientas bioinformáticas. Se sintetizó un 
análogo representativo de cada estrategia: 2L15K y 21A4K15K18K. Se corroboró su 
masa molecular por espectrometría de masas MALDI TOF. Para evaluar el potencial 
antimicrobiano se realizaron ensayos de actividad antibiótica. El potencial citotóxico se 
evaluó realizando acoplamiento molecular entre péptido-membrana, se utilizaron 
modelos de membrana bacteriana y humana. Los análisis bioinformáticos sugieren que 
los análogos superan la actividad de cruzioseptina-1. La mayoría de los análogos 
generados por ambas estrategias tienden a ser hemolíticos. La interpretación de los 
resultados de acoplamiento molecular sugiere que los análogos poseen mayor afinidad 
por la inserción en la membrana bacteriana que en la humana. Ambos análogos 
sintetizados mostraron actividad contra Candida albicans, Escherichia coli, 
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y Klebsiella pneumoniae resistente 
a ampicilina. Finalmente, las estrategias de diseño racional generan análogos con mayor 
probabilidad de actividad antimicrobiana. Adicionalmente, las herramientas 
bioinformáticas filtran análogos con baja actividad antimicrobiana, elevado efecto 
hemolítico y pérdida de estructura. Este enfoque generó análogos más bioactivos en 
pruebas in vitro, a través de estrategias de diseño racional y análisis bioinformáticos.  
 
PALABRAS CLAVE: Péptidos antimicrobianos, cruzioseptina-1, diseño racional, 
herramientas bioinformáticas, análogo 
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Abstract 
 
 
The development of new therapeutic agents inspired by antimicrobial peptides has 
aroused great interest due to their broad spectrum of activity. However, they face 
challenges such as low activity and high toxicity. This research focused on designing 
analogs inspired by the peptide cruzioseptin-1, with increased activity and reduced 
hemolytic effect. Analog libraries were created using two strategies: 1) Substitution with 
common amino acids in antimicrobial peptides and 2) adjustment of cationicity and 
hydrophobicity. Their antimicrobial potential, cytotoxicity, structure, and physicochemical 
properties were analyzed using bioinformatics tools. A representative analog of each 
strategy was synthesized: 2L15K and 21A4K15K18K. Their molecular mass was 
confirmed by MALDI TOF mass spectrometry. Screening of microbial sensitivity were 
performed to evaluate the antimicrobial potential. The cytotoxic potential was assessed 
by performing molecular docking between peptide and membrane, using bacterial and 
human membrane models. Bioinformatics analyses suggest that analogs surpass the 
activity of cruzioseptin-1. Most of the analogs generated by both strategies tend to be 
hemolytic. The interpretation of the molecular docking results suggests that the analogs 
have a higher affinity for insertion into the bacterial membrane than into the human 
membrane. Both synthesized analogs showed activity against Candida albicans, 
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, and ampicillin-
resistant Klebsiella pneumoniae. Finally, rational design strategies generate analogs 
with a higher probability of antimicrobial activity. Additionally, bioinformatics tools filter 
out analogs with low antimicrobial activity, high hemolytic effect, and loss of structure. 
This approach generated more bioactive analogs in in vitro tests, through rational design 
strategies and bioinformatics analysis. 
 
KEYWORDS: Antimicrobial peptides, cruzioseptin-1, rational design, bioinformatic 
tools, analog
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1 CAPÍTULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACIÓN 
 

 

1.1 Antecedentes 
 
1.1.1 Péptidos antimicrobianos 
 

Los péptidos antimicrobianos (PAMs) son secuencias de menos de 50 aminoácidos que 

inhiben el crecimiento de patógenos como virus, bacterias, hongos, parásitos y 

protozoos [1]. Son moléculas capaces de alterar la membrana celular, modular la 

respuesta inmune y regular la inflamación [2,3]. A diferencia de los antibióticos 

convencionales que actúan sobre dianas específicas de las células blanco, los péptidos 

principalmente lisan las membranas de los microorganismos, lo cual explica el amplio 

espectro de PAMs y su baja capacidad de generar resistencia microbiana [4].  

 

Las propiedades fisicoquímicas que caracterizan a los PAMs son: cationicidad, 

hidrofobicidad y anfipaticidad. En su mayoría tienen carga positiva, comprendida entre 

+2 hasta +9. La hidrofobicidad de cada péptido está definida por los residuos que lo 

componen y es esencial para determinar el grado de inserción con el sector hidrofóbico 

de la membrana [5,6]. Además, los PAMs son anfipáticos, es decir, poseen una cara 

hidrofóbica interna y otra cara hidrofílica externa. A mayor tamaño en la cara hidrofílica 

se reduce la actividad del péptido [7,8]. Por otra parte, las estructuras más frecuentes y 

estables en PAMs son la ∝-hélice y el giro β [9,10]. 

 

1.1.2 PAMs en secreciones de anuros 
 

Una de las fuentes naturales más ricas de péptidos antimicrobianos son las secreciones 

de anuros. En este contexto, los PAMs representan un componente del sistema inmune 

innato que defiende al animal de microorganismos patógenos [11]. Se ha reportado que 

el 99.9% de los PAMs provenientes de anuros poseen 24 aminoácidos de longitud en 

promedio, carga de +2.5 [12] y al menos el 50% de sus aminoácidos son hidrofóbicos 

[11]. En ambientes acuosos no conservan una estructura secundaria estable; sin 

embargo, son propensos a formar una estructura anfipática alfa hélice en ambientes de 

vesículas de fosfolípidos o en solventes como trifluroetanol/agua (50% v/v) [11]. Los 

péptidos antimicrobianos de anuros se pueden clasificar en familias según su secuencia 
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de aminoácidos. Las familias más importantes son las phylloseptinas, dermaseptinas, 

picturinas, phylloxinas, plasticinas y cruzioseptinas [13]. 

 

1.1.3 Cruzioseptinas 
 

En 2016, se publicó el descubrimiento de una nueva familia de péptidos catiónicos, las 

cruzioseptinas, presentes en la secreción cutánea de la rana Cruziohyla calcarifer. Hasta 

el momento, cruzioseptina-1 (CZS-1) es el péptido más potente de esta familia, posee 

21 aminoácidos y se caracteriza por compartir, con otras cruzioseptinas, la secuencia 

GFLD- en el extremo N-terminal y el motivo de secuencia –VALGAVSK– en medio del 

péptido. Ha mostrado actividad contra Staphylococcus aureus, Candida albicans y 

Escherichia coli [14], sin embargo, la concentración mínima inhibitoria más alta 32 

mg/mL induce el 20% de hemólisis. El principal mecanismo de acción es la disrupción 

de la membrana debido a las interacciones electrostáticas [15].  

 

Bermúdez e investigadores [16] han diseñado análogos a partir de la secuencia de 

cruzioseptina-1. Las estrategias utilizadas fueron: el aumento de cationicidad e 

hidrofobicidad y truncado de la secuencia. Para el aumento de carga se sustituyó 

aminoácidos de la secuencia por lisinas en el lugar 4 y 15, formando el análogo 

[K4K15]CZS-1. Esta estrategia tuvo los mejores resultados in vitro comparada con el 

truncado de la secuencia. La concentración mínima inhibitoria contra E. coli se redujo 

de 32 a 8 mg/mL y contra S. aureus de 8 a 4 mg/mL en comparación con cruzioseptina-

1. Aunque el análogo no incrementó la actividad contra C. albicans [13]. En cambio, los 

análogos con acortamiento de secuencia no mostraron incremento en la actividad 

antimicrobiana.  

 

Cabe resaltar, el efecto hemolítico del análogo K4K15 fue menor con respecto a la 

cruzioseptina-1. Desde esta perspectiva, es posible generar análogos con mayor 

actividad y menor efecto hemolítico utilizando como plantilla la cruzioseptina-1. No 

obstante, quedan modificaciones estratégicas por explorar para optimizar la actividad 

del péptido. 

 

1.1.4 Fronteras de péptidos antimicrobianos como agentes terapéuticos 
 

Los PAMs tienen un amplio espectro de actividad contra microorganismos, pero también 

pueden ser citotóxicos para células eucariotas, particularmente eritrocitos [17]. A pesar 
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de sus características deseables como agentes terapéuticos, muchos péptidos son 

descartados en la fase clínica y preclínica. Las principales limitaciones son: la toxicidad, 

baja actividad, baja estabilidad en condiciones fisiológicas, rápida degradación y altos 

costos de producción [18]. Por ello, las estrategias de diseño de PAMs se han centrado 

en el desarrollo de nuevos péptidos con propiedades estructurales y fisicoquímicas que 

permitan maximizar la actividad antimicrobiana mientras reducen la citotoxicidad en 

ambientes fisiológicos. 

 

1.1.5 Diseño de análogos  
 

El diseño racional de PAMs es un enfoque científico para desarrollar nuevos péptidos 

y mejora sus propiedades fisicoquímicas, actividad, citotoxicidad y estabilidad. Este 

proceso implica el desarrollo de métodos para la predecir propiedades de los PAMs, lo 

que permite identificar péptidos con potencial antes de su síntesis [19]. Las estrategias 

más utilizadas en el diseño de análogos son el aumento de cationicidad en la cara polar 

y la modulación de la hidrofobicidad en la cara hidrofóbica (Figura 1-1) [20–22].  

Figura 1-1. Diagrama helicoidal de cruzioseptina-1. 
La figura emplea código de una letra 
para los aminoácidos. Los residuos 
cargados positivamente como lisina (K) 
en azul delimitan el sector hidrofílico y los 
residuos en amarillo delimitan el sector 
hidrofóbico. Las letras rojas indican el 
extremo N- terminal y C-terminal. Gráfico 
generado con Heliquest y 
posteriormente modificado.  

Realizado por: Sosa, 2023. 
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Las sustituciones por aminoácidos catiónicos aumentan la carga del péptido y la afinidad 

por membranas. Los PAMs catiónicos son atraídos electrostáticamente por las cabezas 

lipídicas de la membrana del patógeno, cargada negativamente. El aumento de carga 

incrementa la actividad antimicrobiana, no obstante, una carga mayor a nueve aumenta 

la afinidad por la membrana del huésped y se pierde la especificidad por el patógeno 

[19]. Además, el aumento desmesurado de la carga tiende a deformar la estructura 

helicoidal del péptido [23], disminuyendo su actividad.  

 

La sustitución de aminoácidos por lisina, aminoácido polar cargado positivamente, 

tiende a aumentar significativamente la actividad antimicrobiana [16]. Se ha estudiado 

el efecto de modulación de carga con sustituciones de lisina en el péptido V13K en la 

cara polar, donde al aumentar la carga desde +4 a +8 mejoró la actividad mientras se 

mantuvo bajo el efecto hemolítico [6]. Sin embargo, cuando se aumentó la carga a +9 y 

+10 incrementó dramáticamente la hemólisis. Al contrario, cuando se redujo la carga 

neta a menos de +4 el péptido perdió totalmente la actividad. 

 

En el mismo sentido, la sustitución de aminoácidos por residuos más hidrofóbicos 

aumenta la afinidad por la membrana microbiana, sin embargo, es necesario establecer 

un umbral para la modulación de la hidrofobicidad [6,22]. El aumento de la hidrofobicidad 

se relaciona directamente con hemólisis, mientras que su disminución reduce la 

actividad antimicrobiana. También, la longitud de cadenas laterales de los residuos 

hidrofóbicos impacta en la profundidad de inserción del péptido en la membrana, es el 

llamado “efecto snorkel” [22].  

 

Por otro lado, el análisis de secuencias naturales de PAMs permiten identificar patrones 

o características de residuos conservados importantes para la actividad y pueden 

incorporarse al diseño de nuevos análogos [24]. El análisis de secuencias de PAMs 

(Figura 2-1) se ha usado para guiar modificaciones racionales en secuencias naturales 

con la variación de parámetros independientes para observar su papel en el cambio de 

actividad y selectividad [24]. Además, es usado como modelo simplificado con 

características estructurales y fisicoquímicas definidas para explicar el comportamiento 

de PAMs naturales. En esta investigación se utilizó el análisis de aminoácidos comunes 

en PAMs para modificar cruzioseptina-1 tanto en la cara hidrofílica como en la cara 

hidrofóbica, no hubo modificaciones por aminoácidos no proteinogénicos. 
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Figura 2-1. Aminoácidos predominantes en sitios 
específicos de la secuencia de PAMs. A) 
Rueda helicoidal de frecuencia de tipos de 
aminoácidos. B) Aminoácidos comunes de 
acorde a la posición.  

Fuente: Zelezetsky & Tossi, 2006, pág 1438. 
 

1.1.6 Herramientas bioinformáticas 
 

La predicción del comportamiento de péptidos requiere de la sinergia de técnicas y 

experimentos computacionales para mayor precisión en condiciones fisiológicas. La 

determinación de las propiedades fisicoquímicas y estructura es importante para 

explicar el comportamiento del péptido. HeliQuest (https://heliquest.ipmc.cnrs.fr/) y 

PepCalc (https://pepcalc.com/) son herramientas que calculan las propiedades 

fisicoquímicas como carga a pH fisiológico, peso molecular, hidrofobicidad, solubilidad 

y composición de aminoácidos [25] . 

 

La predicción de la estructura permite predecir el mecanismo de acción y estabilidad de 

la molécula. El servidor CFSSP (https://www.biogem.org/tool/chou-fasman/) predice la 

estructura secundaria basado en la frecuencia relativa de cada aminoácido para formar 

alfa hélices, hojas beta o giros con una precisión del 80%. Adicionalmente, el servidor I-

TASSER (https://zhanggroup.org/I-TASSER/)  es un recurso de predicción 

automatizada de la estructura tridimensional de proteínas basadas en alineamientos de 

análogos del Protein Data Bank (PDB) (https://www.rcsb.org/), un repositorio de 

estructuras 3D de macromoléculas biológicas obtenidas experimentalmente [26,27]. 

https://www.biogem.org/tool/chou-fasman/
https://zhanggroup.org/I-TASSER/
https://www.rcsb.org/
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Por otra parte, existen herramientas bioinformáticas para predecir la actividad 

antimicrobiana, efecto hemolítico y citotoxicidad de péptidos. El servidor iAMPred 

(http://cabgrid.res.in:8080/amppred/)  predice la probabilidad de que un péptido sea 

antibacterial, antifúngico y antiviral analizando sus propiedades fisicoquímicas, 

composicionales y estructurales [28]. La estimación de actividad antiparasitaria de 

péptidos es posible por PredAPP (http://predapp.xialab.info) con 88% de precisión. En 

otro sentido, HemoPi predice la actividad hemolítica basado en bibliotecas de péptidos 

hemolíticos evaluados in vitro, analiza los residuos o motivos predominantes de péptidos 

hemolíticos [29].  

 

Una herramienta clave en el diseño racional de péptidos es el acoplamiento molecular 

porque simula la interacción intermolecular que predice el modo de unión y afinidad 

entre el receptor y ligando [26]. Autodock es un software libre para uso académico que 

predice la afinidad de unión y el modo de interacción de las moléculas. Se utilizaron 

membranas de la base de datos RCSB PDB (https://www.rcsb.org/) que han sido 

empleadas por Cuesta, et al [31,32] para evaluar el potencial antimicrobiano de 

dermaseptinas en microorganismos modelo. 

. 

1.2 Planteamiento del problema a investigar 
 
La resistencia antimicrobiana es un problema grave de salud pública que se estima que 

causa más de 700.000 muertes anuales en el mundo [33]. La Organización 

Panamericana de la Salud (OPS) calcula que podría ocasionar 10 millones de muertes 

en los próximos 25 años y dejar pérdidas económicas que superarían los 100 billones 

de dólares en el 2050 [34]. La resistencia antimicrobiana se debe al uso no responsable 

de antibióticos tanto en personas como animales, además de la contaminación de 

fuentes hídricas con medicamentos o sus residuos [35–38].  

 

El desarrollo de nuevos fármacos seguros puede tomar entre 10 a 15 años, desde el 

descubrimiento de la molécula hasta su comercialización, lo cual interfiere en la 

generación de soluciones rápidas contra la resistencia antimicrobiana. Alrededor de 

3000 PAMs han sido descubiertos, de los cuales solo 7 han sido aprobados por la FDA 

para su comercialización como medicamentos tópicos y algunos se han inyectado para 

tratar infecciones bacterianas graves [39]. La mayoría son descartados tras pasar la fase 

clínica y preclínica debido a inestabilidad en condiciones fisiológicas, toxicidad, 

http://cabgrid.res.in:8080/amppred/
http://predapp.xialab.info/
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requerimiento de concentraciones muy altas, elevados costos de producción, 

susceptibilidad a modificaciones por enzimas, baja potencia, etc [40]. Para que un 

péptido sea considerado como una opción terapéutica deben ser mejores que los 

antibióticos existentes. En este sentido, es indispensable que tenga poderosas 

propiedades antimicrobianas, bajo o nulo efecto hemolítico y citotóxico [41,42]. El 

descarte de PAMs como agentes terapéuticos se debe a la falta de optimización de sus 

propiedades antes de los ensayos clínicos [3].  

 

1.3 Justificación de la investigación 
 
La necesidad de nuevos agentes terapéuticos crece por el incremento de enfermedades 

infecciosas debido a la aparición de cepas resistentes y el número ínfimo de nuevos 

fármacos antimicrobianos descubiertos en las últimas décadas [43]. Los péptidos se 

presentan como una alternativa prometedora a los antibióticos convencionales por su 

acción rápida y baja toxicidad [19]. Sin embargo, para ser comercializados deben 

superar varias pruebas clínicas que demuestren su estabilidad, toxicidad y capacidad 

antimicrobiana. Es por ello que, el diseño de análogos y su análisis in silico, permite 

ahorrar recursos y descartar aquellos que puedan presentar inconvenientes en pruebas 

futuras.  

 

Los PAMs naturales presentan limitaciones en los ensayos clínicos, como baja actividad 

o potente efecto hemolítico, y suelen ser descartados. Por ello, es importante realizar 

modificaciones estratégicas para optimizar sus propiedades. De esta manera, se 

obtienen análogos inspirados en secuencias naturales con mayor potencial 

antimicrobiano, mejor selectividad hacia los patógenos y estabilidad en condiciones 

fisiológicas [40]. El diseño in silico permite analizar la relación entre la modificación de 

la secuencia y el cambio en sus propiedades. En este sentido, se pueden descartar 

análogos con propiedades no deseables y optimizar las modificaciones que conducen 

al aumento de actividad en secuencias naturales. 

 

Previo a este trabajo se han diseñado 3 análogos inspirados en cruzioseptina-1, cada 

uno usando un tipo de modificación como aumento de cationicidad, truncando y la 

combinación de ambas. De los análogos diseñados solo uno tuvo mejor actividad in vitro 

contra E. coli y S. aureus, sin embargo, disminuyó su actividad contra C. albicans y tuvo 

menor efecto hemolítico en comparación con la plantilla [16]. Por eso, en el presente 
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trabajo se emplearán estrategias de diseño capaces de generar al menos 50 análogos 

y evaluar su relación entre las propiedades fisicoquímicas y la actividad antimicrobiana. 

 

1.4 Objetivos de la investigación  
 

Objetivo general 
 
Diseñar bibliotecas de análogos inspirados en cruzioseptina-1 con mayor potencial 

antimicrobiano y menor efecto hemolítico modificando las propiedades fisicoquímicas y 

sustituyendo aminoácidos predominantes en PAMs. 

 

Objetivos específicos 
 
• Diseñar análogos de cruzioseptina-1 modificando las propiedades fisicoquímicas y 

estructurales. 

• Analizar las propiedades fisicoquímicas y estructurales con herramientas in silico. 

• Evaluar el potencial antimicrobiano y el efecto citotóxico de los análogos más 

prometedores. 
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2 CAPÍTULO II: MARCO METODOLÓGICO 
 

 

2.1 Estrategias de diseño  
 

Se utilizó como referente el péptido cruzioseptina-1 para diseñar análogos. Se introdujo 

la secuencia GFLDIVKGVGKVALGAVSKLF en HeliQuest 

(https://heliquest.ipmc.cnrs.fr/cgi-bin/ComputParams.py) para generar el diagrama 

helicoidal y definir la cara hidrofílica e hidrofóbica. En este mismo servidor, se obtuvieron 

las propiedades fisicoquímicas del péptido modelo como: carga, peso molecular e 

hidrofobicidad. La tendencia helicoidal se determinó con PRABI 

(https://npsaprabi.ibcp.fr/cgibin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_sopma.html). 

 

2.1.1 Estrategia 1: Modificación de propiedades fisicoquímicas 
 

Se aumentó la cationicidad en la región hidrofílica de CZS-1. Cada aminoácido de esta 

cara se reemplazó por lisina (K) de manera individual. Adicionalmente, se llevaron a 

cabo sustituciones con lisina en más de una posición a la vez. Respecto a la cara 

hidrofóbica se sustituyeron uno por uno los aminoácidos por otros menos hidrofóbico, 

de acorde a cada posición (Tabla 1-2).  

 

Tabla 1-2. Escalas de hidrofobicidad. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Nota: Los aminoácidos con valores positivos son más hidrofóbicos, en cambio, 
aquellos con valores negativos tienden a ser hidrofílicos. El valor 0 indica que el 
aminoácido posee una polaridad neutra (ni hidrofílico ni hidrofóbico) y lo que le permite 
adaptarse a diferentes entornos.  
Fuente: Sánchez, Camargo y Orduz, 2016, pág.61 

https://heliquest.ipmc.cnrs.fr/cgi-bin/ComputParams.py
https://npsaprabi.ibcp.fr/cgibin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_sopma.html
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2.1.2 Estrategia 2: Sustitución por aminoácidos predominantes en PAMS 
 

La investigación de Zelezetsky & Tossi [24] detalla la predominancia de aminoácidos 

específicos en cada posición de la secuencia en PAMs (Figura 2-1). De acuerdo a la 

investigación anterior, se sustituyó cada aminoácido de la secuencia de CZS-1 por 

aminoácidos frecuentes en otros PAMs tanto en la cara hidrofílica como en la cara 

hidrofóbica. 

 
2.1.3 Selección de análogos prometedores 
 

Mediante sustituciones se generó una biblioteca de análogos de cada estrategia. Cada 

biblioteca se dividió en modificaciones en la cara polar y no polar. La actividad 

antimicrobiana, efecto hemolítico y toxicidad se evaluó in silico con herramientas 

bioinformáticas (Anexo 1). En la primera fase, se utilizó iAMPred para predecir la 

actividad antimicrobiana, HemoPi para estimar el efecto hemolítico y con CFSSP se 

dilucidó la estructura secundaria de los análogos. Las predicciones se compararon con 

los resultados de CZS-1. Se descartaron aquellos análogos con menor o igual 

probabilidad de ser antimicrobianos (Figura 1-3). De la misma forma se cribaron los 

análogos por probabilidad hemolítica. Luego, se conservaron solo los análogos con 

estructura similar a CZS-1 o con mayor tendencia a α-hélice. 

 

En la segunda etapa de diseño, se combinaron las modificaciones en la cara polar y no 

polar de los análogos cribados anteriormente para generar nuevos análogos con mayor 

potencial antimicrobiano y menor efecto hemolítico. De la misma forma, los nuevos 

análogos se filtraron por actividad antimicrobiana y potencial hemolítico. Por último, se 

utilizó PredAPP para predecir la actividad antiparasitaria y descartar aquellos con menor 

potencial que el análogo [K4K15] CZS-1, diseñado por Bermúdez [13]. Finalmente, se 

obtuvieron los análogos más prometedores de cada estrategia. 

 

La estructura de los análogos prometedores se dilucidó con tres herramientas 

bioinformáticas diferentes para mayor soporte. Para la predicción de estructura 

secundaria se utilizó CFSSP y Jpred4 (https://www.compbio.dundee.ac.uk/jpred/). Las 

secuencias se modelaron en 3D con I-TASSER (https://zhanggroup.org/I-TASSER/). 

Los análogos con mayor tendencia a estructura α-hélice en las tres herramientas se 

evaluaron in silico con herramientas de acoplamiento molecular. 

 

https://www.compbio.dundee.ac.uk/jpred/
https://zhanggroup.org/I-TASSER/
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2.1.4 Acoplamiento molecular 
 

Con el fin de elucidar el mecanismo de acción de los análogos potenciales, se realizó 

simulaciones de acoplamiento molecular con membranas. Se usaron las estructuras 

tridimensionales de los análogos obtenidos en I-TASSER y se verificó la calidad de la 

estructura mediante el gráfico Ramachandran generado por UCSF Chimera.  También 

se utilizó UCSF Chimera para preparar la estructura de la membrana bacteriana (PDB: 

2W6D) y humana (PDB: 2MLR). La energía de interacción del acoplamiento se expresó 

como afinidad (kcal/mol) y fue obtenida con AutoDock Vina (v.1.2.5).  

 

2.1.5 Síntesis de análogos 
 

La síntesis de los péptidos más prometedores se llevó a cabo mediante síntesis química 

usando la estrategia Fmoc en el Sintetizador Automático por microondas Liberty Blue 

(CEM). Para la síntesis de péptidos amidados se utilizó la resina Fmoc Rink Amide (HL). 

Después se usó piperidina al 20% para desproteger los grupos amino y para la 

formación de enlaces amidas se utilizó diisopropilcarbodiimida (DIC) y base oxyma. 

Después, se realizó un lavado con dimetilformamida (DMF). Finalmente, se clivó el 

péptido del soporte sólido y se lavó usando una solución ácida (TFA 92.5%, agua 2.5%, 

TIPS 2.5% y DODT 2,5%) durante 30 min a 38 °C [16]. El péptido se precipitó con éter 

dietílico. La muestra se liofilizó. Este procedimiento se realizó para cada péptido. 

Finalmente, la masa molecular del péptido fue corroborada mediante MALDI TOF-MS. 

Para ello, se dispensó 1 µl de matriz α-CHCA (10mg/mL). Una vez seca la matriz, se 

colocó 1 µl de muestra. Se dejó secar nuevamente, antes de la lectura en el equipo. 

Para los siguientes ensayos tanto los análogos como cruzioseptina-1 fueron utilizados 

tal cual salieron del sintetizador, con una pureza del 65%. 

 

2.1.6 Ensayos exploratorios de sensibilidad microbiana  
 

Se evaluó el potencial antimicrobiano en modelos estándar Escherichia coli ATCC 

25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Candida albicans ATCC 10231, 

Pseudomonas aeruginosa y Klebsiella pneumoniae resistente a ampicilina. Los 

microorganismos fueron incubados a 37 °C en Muller Hinton Broth (MHB) hasta alcanzar 

su fase de crecimiento logarítmica (1× 108 UFC/mL para bacterias y 1 × 105 UFC/mL 

para levaduras). Después, se diluyeron 200 μL de cada microorganismo, excepto la 

levadura, en 19.8 mL de MHB. Se sembraron 150 μL de cada microorganismo en placas 
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petri con Muller Hilton Agar. Cada placa se dividió en 5 secciones y se realizaron 3 hoyos 

en cada una con ayuda de la punta de una pipeta Pasteur previamente esterilizada para 

cada microorganismo. Se realizaron ensayos exploratorios utilizando 2 μL del péptido 

diluido en DMSO a la concentración de 512 mg/mL, concentración con actividad 

antimicrobiana ya reportada para cruzioseptina. Se colocó 2 μL del péptido en cada hoyo 

del agar y se incubaron por 18h a 32°C. En cada placa se usó como control positivo 1 

mg/mL de ampicilina para las bacterias, fluconazol para la levadura, gentamicina para 

la cepa resistente y como control negativo DMSO.  
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3 CAPITULO III: Resultados 
 

 

3.1 Biblioteca de análogos  
 

Cada estrategia generó una biblioteca de análogos dividida en modificaciones en la cara 

polar y no polar. Consecuentemente, los cribados redujeron considerablemente la 

cantidad de análogos no deseables (Figura 1-3) hasta conservar los más prometedores 

(Tabla 1-3).  
 

Figura 1-3. Esquema de método de selección de análogos prometedores 
mediante cribados. Los niveles violetas representan las secciones 
que generan análogos, mientras que los niveles grises denotan el 
filtrado de péptidos. El número de análogos resultantes o generados 
se muestran en cada nivel de las pirámides. 

Realizado por: Sosa, 2023. 
 

Las bibliotecas de análogos sin cribar se analizaron para evaluar la tendencia de 

actividad de cada estrategia. En todas las estrategias los análogos tienden a ser 99% 

antibacterianos, especialmente los análogos catiónicos se centran en una probabilidad 

del 100% (Figura 2-3 a). Con respecto a la actividad antifúngica, ambas estrategias 

generan análogos con mayor probabilidad de inhibir su crecimiento ≥ 97%, aunque los 

análogos de la estrategia 2 con sustituciones en la cara no polar no muestran una 

tendencia definida (Figura 2-3 b). En otro sentido, la predicción del efecto hemolítico 

demuestra que los análogos diseñados son más hemolíticos que cruzioseptina-1 

(>60%), aunque se rescata que la distribución de los análogos generados por 

modulación de hidrofobicidad también se acentúa en 50% (Figura 2-3 c). 
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3.1.1 Estrategia 1: Análogos con modificaciones fisicoquímicas 
 

Se generó una biblioteca con modificaciones en la cara polar (Anexo 2) y la cara no 

polar (Anexo 5) que generaron 16 y 42 análogos, respectivamente. El proceso de 

cribado (Anexo 2-7) redujo el número de análogos a 3 con modificaciones en la cara 

polar y otros 3 modificados en la cara no polar. Una vez combinadas las modificaciones 

se generaron 9 análogos (Anexo 16). Tras filtrar los análogos combinados quedaron 5 

(Tabla 1-3), considerados como prometedores en esta estrategia.  

 
3.1.2 Estrategia 2: Análogos con aminoácidos comunes en PAMs 
 

La segunda estrategia generó similar cantidad de análogos para ambas caras, 31 

análogos modificados en la cara polar (Anexo 8) y 32 en la no polar (Anexo 12). Después 

del filtrado (Anexo 8-15) quedaron 4 análogos modificados en la cara polar y 2 en la no 

polar. Las combinaciones de modificaciones en ambas caras generaron 8 análogos 

nuevos, de los cuales 4 fueron los más idóneos (Tabla 1-3). 

 

3.1.3 Análogos prometedores 
 

Ambas estrategias generaron 9 análogos prometedores (Tabla 1-3). De la estrategia 1 

se conservaron los análogos con sustituciones de lisinas (en la posición 4,15 y 18) y 

alanina (en posición 2 y 21). En la estrategia 2, también hubo análogos con 

modificaciones de lisinas en la posición 4 y 15, aunque al igual en la posición 5 y 8. Tres 

de los cuatro análogos prometedores generados por la segunda estrategia poseen 

sustituciones en la posición 2 por leucina. 

 

En ambas estrategias se generaron análogos con carga mayor e hidrofobicidad menor 

al modelo (Tabla 2-3). Los valores de carga de los análogos oscilan entre +4 a +7. Los 

valores de hidrofobicidad se mantienen dentro del rango 0.566-0.408. Por otra parte,  

las estructuras de los análogos son más propensas a formar una α-hélice (>48 %). 
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b) 

 

 
a) 

b) 

c) 

Figura 2-3. Distribución de predicción de análogos de cada estrategia.  a) 
Predicción de actividad antimicrobiana. b) Predicción de actividad 
antifúngica. c) Predicción de efecto hemolítico. El eje x representa 
la escala de predicción donde 1 corresponde a 100% de 
probabilidad y 0 a ninguna probabilidad. El eje Y representa la 
densidad de datos que poseen esa probabilidad, es una escala de 
acorde al Estimador de Densidad de Kernel. E1 corresponde a 
modificaciones de la estrategia 1 y E2 a las modificaciones de la 
estrategia 2. 

Realizado por: Sosa, 2023. 
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Estrategia Péptido 
Masa 

(g/mol) 
Carga a 
pH 7,4 

Hidrofobicidad 
Helicidad 

(%) 

Modelo CZS-1 2117,58 3 0,581 47,62 

1 2A18K 2082,57 4 0,465 71,43 

1 2A4K18K 2095,66 6 0,455 52,38 

1 21A4K18K 2095,66 6 0,455 57,14 

1 21A4K15K18K 2166,78 7 0,408 85,71 

1 2A4K15K18K 2166,78 7 0,408 85,71 

2 2L4K 2096,64 5 0,566 57,14 

2 2L8K 2154,68 4 0,53 80,95 

2 2L15K 2154,68 4 0,53 85,71 

2 4K5K 2145,68 6 0,438 71,43 

Realizado por: Sosa, 2023 

Tabla 1-3. Secuencias de análogos prometedores. Los aminoácidos 
reemplazados en los análogos fueron resaltados en rojo. 

Tabla 2-3. Propiedades fisicoquímicas de los análogos prometedores. Los valores 
fueron obtenidos con HeliQuest. La helicidad se midió con PRABI. 
 

 

Péptido Secuencia Estrategia 

CZS-1 GFLDIVKGVGKVALGAVSKLF-NH2 Modelo 

2A18K GALDIVKGVGKVALGAVKKLF-NH2 1 

2A4K18K GALKIVKGVGKVALGAVKKLF-NH2 1 

21A4K18K GFLKIVKGVGKVALGAVKKLA-NH2 1 

21A4K15K18K GFLKIVKGVGKVALKAVKKLA-NH2 1 

2A4K15K18K GALKIVKGVGKVALKAVKKLF-NH2 1 

2L4K GLLKIVKGVGKVALGAVSKLF-NH2 2 

2L8K GLLDIVKKVGKVALGAVSKLF-NH2 2 

2L15K GLLDIVKGVGKVALKAVSKLF-NH2 2 

4K5K GFLKKVKGVGKVALGAVSKLF-NH2 2 

Realizado por: Sosa, 2023 
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Tabla 3-3. Predicción de actividad de los análogos. Los valores representados en la tabla 
son probabilidades donde 1 corresponde al 100% 

a Valores obtenidos con iAMPred. 
b Probabilidad antiparasitaria con ParaPred. 
c Predicción de efecto hemolítico producida por HemoPI. 
Realizado por: Sosa, 2023. 

 

Con respecto a la predicción de actividad de los análogos (Tabla 3-3), se prevé que 

todos inhibirán el crecimiento bacteriano mientras aumenta ligeramente la probabilidad 

de ser antifúngicos (≥0.98) y antiparasitarios con respecto al modelo CZS-1. En otro 

sentido, su probabilidad de producir efecto hemolítico oscila entre 0.45 a 0.53. 
 

3.2 Modelamiento estructural 
 

Se usaron 3 predictores para dilucidar la estructura de los análogos prometedores, dos 

para la estructura secundaria (Figura 3-3 a y c) y uno para el modelo 3D (Figura 3-3 b). 

La representación visual de CFSS manifiesta una estructura similar o más helicoidal 

para todos los análogos en contraste con el modelo. En general las predicciones de 

JPred4 expresan la tendencia helicoidal en los análogos diseñados con alta confianza 

(valor 9), a excepción de 4K5K. Es más, el diseño 4K5K contrasta con el modelo 3D 

generado por I-TASSER, que presenta un esqueleto helicoidal menos definido solo en 

el centro. Cuatro de los 9 análogos no mostraron helicidad en toda la estructura 

tridimensional, aunque se predijo la tendencia helicoidal para la estructura secundaria. 

Por ello, los análogos 21A4K18K, 2A4K15K18K, 2L4K y 4K5K se descartaron. 

 

 

 

Estrategia Péptido Antibacteriala Antifúngicaa Antiparasitariab Hemolíticoc 

Modelo CZS-1 0,98 0,96 0,870 0,6 

1 2A18K 1 0,98 0,930 0,45 

1 2A4K18K 1 0,99 0,936 0,45 

1 21A4K18K 1 0,99 0,924 0,45 

1 21A4K15K18K 1 0,99 0,925 0,5 

1 2A4K15K18K 1 0,99 0,937 0,5 

2 2L4K 1 0,99 0,936 0,53 

2 2L8K 1 0,99 0,928 0,48 

2 2L15K 1 0,99 0,925 0,48 

2 4K5K 1 0,99 0,931 0,51 
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Figura 3-3. Predicción de estructura de análogos prometedores. Se expone la estructura 

secundaria generada por JPred4 (a), donde los tubos rojos representan hélices y en 
JNETCONF se estima la confianza para la predicción, el valor más alto de confianza es 
9. En el modelo tridimensional de cada análogo generado por I-TASSER (b), el borde 
azul representa el extremo N-terminal y el rojo el C-terminal. Otra predicción de la 
estructura es producida por CFSS (c).  

Realizado por: Sosa, 2023.  

 

A pesar de ello, todos los análogos generados mostraron mayor tendencia a formar una 

estructura hélice comparados con CZS-1.  Los análogos 2A18K, 2L15K y 2L8K 

muestran similitud con CZS-1 en la predicción de estructura secundaria (Figura 3-3 c). 

Por otro lado, los análogos 21A18K y 21A4K15K18K manifiestan mayor tendencia 

helicoidal comparada con el modelo. De estos análogos, 21A4K15K18K y 2L15K 

coinciden con aquellos cuyo porcentaje de helicidad (Tabla 2-3) es el más alto 

correspondiente a 85.71%. Además, el diagrama de rueda helicoidal muestra que los 

dos análogos conservan su naturaleza anfipática, similar al modelo (Figura 4-3). 
 

Otra forma de representación de estructura es el diagrama helicoidal (Figura 4-3), donde 

se observa la proyección axial dimensional de una α-hélice. De esta manera, se 

identifican los cambios de aminoácidos y se diferencia la cara hidrofóbica de la 

hidrofílica. El análogo 21A4K15K18K posee mayormente lisinas en su cara hidrofílica y 

se sustituyó la fenilalanina (F) por un aminoácido más neutro, la alanina. En cambio, el 

análogo 2L15K posee menos cambios en la cara hidrofílica conservando la serina (S) y 

el ácido aspártico (D). 

 

 

 

 

 

 

a b 
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a) CZS-1                        b) 21A4K15K18K                 c) 2L15K  

Figura 4-3. Diagrama de rueda helicoidal de a) cruzioseptina-1, b) análogo 
21A4K15K18K y c) análogo 2L15K. La flecha hacia abajo en el centro indica 
la cara hidrofóbica de los péptidos. Los aminoácidos reemplazados están 
señalados con flechas.  

Realizado por: Sosa, 2023. 

 

Se evaluó la calidad de los modelos 3D de CZS-1, 2L15K y 21A4K15K18K mediante el 

gráfico de Ramachandran. Este gráfico describe las conformaciones de la estructura 

secundaria de proteínas basada en los ángulos de torsión phi (ϕ) y psi (ψ). Cada 

aminoácido se representa como un punto y las regiones están delimitadas por curvas 

de nivel (Figura 5-3) favorables (verde oscuro 0.02), permisivas (verde claro 0.0005) e 

inadmisibles por impedimento estérico (blanco). Existen 3 regiones delimitadas como 

favorables, dos grandes sectores a la izquierda y otra más pequeña a la derecha del 

gráfico. Las regiones que corresponden a una conformación α-hélice se encuentran en 

la zona céntrica del gráfico (-60 a 60 en el eje psi), la izquierda corresponde a hélices 

levógiras y la derecha a dextrógira. 

 

De acuerdo al gráfico, los análogos se encuentran, mayormente, en áreas favorables 

para la conformación α-hélice. La CZS-1 presenta residuos tanto en regiones dextrógira 

como levógira, también presenta un par de residuos en zonas desfavorables. 

Consecuentemente la estructura tridimensional de CZS-1 no está tan definida como 

hélice en comparación con los análogos. En cambio, los análogos se encuentran 

predominantemente en la región levógira, solo 2L15K presenta un residuo con tendencia 

de hoja β (sector favorable superior). Debido al consenso de residuos en zonas 

favorables, se usaron los modelos tridimensionales para el acoplamiento molecular. 
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  A) CZS-1                             B) 21A4K15K18K                  C) 2L15K 
 

 

 

   

 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 

Figura 5-3. Modelos 3D de cruzioseptina-1 (a), análogo 21A4K15K18K (b), análogo 
2L15K (c) y gráfico de Ramachandran. CZS-1 posee tendencia 𝛼𝛼-helicoidal 
solo en el extremo N-terminal mientras que los análogos muestran tendencia 
helicoidal en toda la estructura.  

Realizado por: Sosa, 2023. 

 

3.3 Acoplamiento molecular 
 

La simulación de interacción péptido-membrana mediante acoplamiento molecular 

evidencia la inserción de los péptidos en la membrana bacteriana (Figura 6-3 a). Sin 

embargo, la interacción con la membrana humana se presenta solo en la superficie 

celular, sin llegar a penetrarla (Figura 6-3 b). Los valores de afinidad de los análogos 

son mayores que cruzioseptina-1, tanto para la membrana bacteriana como la humana 

(Tabla 4-3). 

 

ps
i 

ps
i 

ps
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Figura 6-3. Acoplamiento molecular de CZS-1 (gris), 21A4K15K18K (naranja), 2L15K 

(amarillo) con membrana bacteriana (a) y membrana humana (b). Los 
análogos se insertan en la membrana bacteriana. En la membrana humana 
los análogos se quedan en la superficie y no la penetran.  

Realizado por: Sosa, 2023. 

 
Tabla 4-3. Valores de afinidad entre membranas y análogos. 

 

 

 

 

 

 

  

 

  
 

 

 

3.4  Sensibilidad microbiana  
 
La actividad antimicrobiana de los péptidos (Tabla 5-3) fue determinada contra cepas 

Gram negativas (E. coli, P. aeruginosa y K. pneumoniae resistente), una cepa Gram 

positiva (S. aureus) y una cepa fúngica (C. albicans). Los análogos mostraron mayor 

diámetro de inhibición contra E. coli, C. albicans, K.  pneumoniae resistente, siendo 15,2 

mm el tamaño más grande generado por 21A4K15K18K contra la cepa resistente a 

Péptido 

Valor de afinidad (kcal/mol) 

Membrana celular 
bacteriana 
(PDB:2W6D) 

Membrana celular 
humana 
(PDB:2MLR) 

CZS1 -0,8758 -3,728 

21A4K15K18K -3,889 -3,97 

2L15K -4,884 -4,131 

a) b) 

Nota: La magnitud del valor negativo de la afinidad indica la fuerza de la 
interacción entre el péptido y la membrana. Cuanto más negativo sea el valor, 
más fuerte será la interacción.  
Realizado por: Sosa, 2023 
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ampicilina. En cambio, el tamaño del halo de inhibición generados por los análogos 

disminuyó ≥ 2 mm para S. aureus y P. aeruginosa en comparación con CZS-1. 

 
Tabla 5-3. Ensayo de sensibilidad microbiana en agar.  

 
Zona de inhibición (mm) 

 
Péptido  Antibiótico 

 
512 mg/mL  1 mg/mL 

  CZS-1 21A4K1518K 2L15K  Ampicilina Fluconazol Gentamicina 

E. coli  9,5 10,5 10,6 
  

18,2 - - 
  

S. aureus 13,0 11,5 10,0 
  

18,0 - - 
  

C. albicans 7,0 8,74 7,62 
  

- 20,0 - 
  

P. 
aeruginosa 

12,1 10,2 10,2 
  

15,4 - - 
  

K. 
pneumoniae  

12,8 15,2 13,2   - - 23,6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota: El DMSO utilizado como control negativo no inhibió el crecimiento microbiano en ninguna de las 
cepas testeadas, el tamaño de hoyo fue 1,5 mm. El signo (-) indica que el antibiótico no fue usado 
contra la cepa.  
Realizado por: Sosa, 2023 
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4 CAPITULO IV: INTERPRETACIÓN Y DISCUSIÓN 
 

 

4.1 Estrategias de diseño 
 

Los PAMs son prometedores como agentes terapéuticos gracias a su actividad de 

amplio espectro, sin embargo, debido a su toxicidad e inestabilidad no superan las 

pruebas clínicas. Las estrategias de diseño racional generan análogos aptos para ser 

evaluados in vitro y descartar aquellos que presenten limitaciones.  

 

Las estrategias de diseño utilizadas en este estudio generaron análogos con mayor 

probabilidad de inhibir el crecimiento microbiano (Figura 2-3). Sin embargo, la mayoría 

de los análogos generados son propensos a ser más hemolíticos. Las modificaciones 

en la cara polar como en la cara no polar mantienen o aumentan las probabilidades de 

actividad. Adicionalmente, en la estrategia 1 el aumento de cationicidad incrementó 

significativamente la probabilidad de inhibir el crecimiento microbiano en comparación 

con las otras estrategias. Las predicciones de iAMPred muestran que son capaces de 

inhibir el crecimiento bacteriano y presentan capacidad antifúngica ≥ 98%, valores 

superiores al modelo cruzioseptina-1. La relación entre la actividad y el efecto hemolítico 

se explica mediante su mecanismo de acción y la atracción hacia membranas por 

contacto electrostático [24,44]. Aunque incrementa la actividad de los péptidos 

diseñados, la selectividad hacia células eucariotas es una característica indeseable en 

los PAMs.  

 

Por ello, se realizaron combinaciones entre las modificaciones en la cara polar y no polar 

de cada estrategia que tuvieran las mejores predicciones tanto de actividad 

antimicrobiana como efecto hemolítico, de esta manera se aumenta la selectividad de 

los análogos [45]. Se obtuvieron 9 análogos de la primera estrategia (Anexo 16) y 8 de 

la segunda (Anexo 17), los cuales también fueron cribados por actividad antibacteriana, 

efecto hemolítico y estructura. El proceso de cribado redujo significativamente el número 

de análogos de 138 (Anexo 2, 5, 8 y 12) a 9, entre ambas estrategias. 
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4.2 Caracterización de análogos prometedores 
 

Los 9 péptidos prometedores son las secuencias que poseen las propiedades 

fisicoquímicas idóneas para inhibir el crecimiento microbiano sin aumentar el efecto 

hemolítico. Parámetros como la carga neta positiva, hidrofobicidad y helicidad han 

mostrado ser capaces de modular la actividad antibiótica de péptidos [24,46]. El servidor 

HELIQUEST ha sido una herramienta eficaz para determinar los parámetros 

fisicoquímicos de péptidos antimicrobianos [5,13,14,47]. También, se ha manejado 

PRABI para describir la helicidad de péptidos en investigaciones asociadas al modelado 

estructural [31,32]. 

 

Con respecto a la predicción de actividad (Tabla 3-3), los análogos prometedores 

exhiben probabilidades similares de ser antimicrobianos. Por otro lado, los análogos con 

menor predisposición hemolítica son generados por la estrategia 1, destacan 2A18K, 

2A4K18K, 21A4K18K. Consecuentemente con sus propiedades fisicoquímicas, en la 

estrategia 2 los análogos 2L8K y 2L15K poseen menor capacidad de inducir hemólisis. 

Aunque las herramientas bioinformáticas de predicción de actividad son útiles para el 

descarte y selección de análogos prometedores sus valores reflejan probabilidades, que 

pueden cumplirse o no en ensayos in vitro. En el diseño de análogos inspirados en CZS-

1 llevado a cabo por Bermúdez y colaboradores, de 3 análogos que mostraban 

predisposición antimicrobiana > 80% solo uno mostró mayor bioactividad que el modelo 

(K4K15) en ensayos in vitro [16]. Cabe mencionar que los valores de predicción por 

iAMPred del análogo K4K15 fueron del 100% tanto para la actividad antibacteriana como 

antifúngica. 

 

De la estrategia 1, 21A4K15K18K y 2A4K15K18K son los análogos más catiónicos (+ 7) 

con menor hidrofobicidad (0.408). En cambio, de la estrategia 2 los análogos 2L15K y 

2L8K son menos catiónicos (+4) con mayor hidrofobicidad (0.53). En ambas estrategias 

los análogos no sobrepasan el límite de cationicidad (+9) favoreciendo la especificidad 

por la membrana microbiana sin aumentar la afinidad por el huésped [19]. La 

hidrofobicidad de los análogos es menor que la de cruzioseptina-1, se ha evidenciado 

que la reducción de esta característica conduce a la disminución del efecto hemolítico 

[16,48,49]. Las características mencionadas son consistentes con las propiedades de 

otros análogos diseñados a partir de cruzioseptina-1 [16], sin embargo, un factor 

distintivo del análogo más bioactivo K4K15 fue su estructura helicoidal más definida en 

comparación con otros análogos y el modelo. 
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Los análogos 21A4K15K18K, 2A4K15K18K y 2L15K son los que poseen mayor 

tendencia helicoidal (85.71%).  La estructura helicoidal de los péptidos está 

directamente relacionada con el incremento de actividad antimicrobiana debido a la 

tendencia de formar poros [5,46,47]. El mecanismo de acción de lisis celular reduce 

significativamente la aparición de resistencia bacteriana, lo cual convierte a los péptidos 

en una alternativa potencial a los fármacos convencionales [50]. Además, los puentes 

de hidrógeno que conforman la estructura α- hélice son lo suficientemente fuertes entre 

sí para mantener la estructura en condiciones fisiológicas.  Es por ello, que se 

seleccionaron aquellos que, en consenso con las herramientas bioinformáticas, 

presentan estructura definida de α-hélice. Los péptidos diseñados 21A4K15K18K y 

2L15K fueron elegidos para realizar simulaciones de acoplamiento molecular con 

membranas.  

 

4.3 Acoplamiento molecular 
 

El acoplamiento molecular es una predicción asistida por computadora de la geometría 

de unión entre dos moléculas usando algoritmos informáticos [51]. Los cambios 

conformacionales tras la interacción entre las moléculas pueden ser rígido o flexible, 

dependiendo del comportamiento de la molécula. En este estudio, se realizó 

acoplamiento rígido porque los péptidos helicoidales, aunque en ambientes acuosos 

adquieren estructura irregular, en ambientes de interacción con membranas adoptan 

conformación α-hélice definida [52]. Además, se utilizó el software Autodock Vina, que 

ha sido utilizado en otras investigaciones para realizar el acoplamiento molecular de 

péptidos antimicrobianos [13,31,32,53]. 

 

Los resultados de acoplamiento molecular revelan que los péptidos diseñados se 

comportan de forma similar a CZS-1 (Figura 6-3). Se observa la inserción de los 

análogos en la membrana bacteriana, dilucidando así, su mecanismo membranolítico.  

Además, los péptidos diseñados 21A4K15K18K y 2L15K presentan valores 

significativamente más negativos que el modelo, de -3.88 y -4.88 kcal/mol 

respectivamente. Lo cual indica que la interacción de los análogos con la membrana 

bacteriana es más fuerte y resistente a la disociación. En otro sentido, los diseños 

manifestaron mayor afinidad por la membrana humana CZS-1, correspondiendo -3.97 

kcal/mol a 21A4K15K18K y -4.131 kcal/mol a 2L15K. Sin embargo, la interacción entre 

los péptidos y la membrana humana se observa solo en la superficie de la membrana, 

sin llegar a penetrarla. Tal resultado se explica por las fuertes interacciones 
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electrostáticas entre los análogos catiónicos y las cabezas de los fosfolípidos aniónicos, 

impidiendo su inserción en la bicapa [5]. De esta forma, se infiere la disminución del 

efecto hemolítico provocado por los análogos. 

 

Resultados semejantes fueron expuestos en la investigación de Cuesta, et al. [32], 

donde mostraron la interacción de otras cruzioseptinas solo con la superficie de la 

membrana humana. Las cruzioseptinas estudiadas (CZS-1, CZS-2, CZS-3, CZS-16, 

CZS-17) presentaron efecto hemolítico de moderado a bajo experimentalmente  [14,32]. 

También se insertaron en la membrana bacteriana en simulaciones de acoplamiento 

molecular e inhibieron el crecimiento de E. coli, S. aureus y C. albicans. 

 

El acoplamiento molecular es capaz de identificar la conformación bioactiva correcta de 

los ligandos, en este caso los péptidos, debido a que el aspecto conformacional del 

proceso está bien optimizado [54–56]. Por ello, se puede inferir que las modificaciones 

en los análogos han aumentado el potencial antibacteriano contribuyendo a la lisis 

celular. Aunque los resultados sugieren que los péptidos diseñados no penetran la 

membrana humana si se estima una fuerte interacción con la superficie, lo cual, puede 

afectar su permeabilización e inducir citotoxicidad en células humanas. 

 

4.4 Actividad antimicrobiana de análogos prometedores 
 

Aunque el enfoque principal de la investigación es utilizar herramientas bioinformáticas 

tanto para predecir cómo evaluar el potencial citotóxico, se realizó ensayos exploratorios 

de susceptibilidad microbiana con los análogos más prometedores 21A4K15K18K y 

2L15K, para brindar mayor apoyo a los resultados y esclarecer su potencial 

antimicrobiano para futuras investigaciones. 

 

Cruzioseptina-1 fue usada como estructura para el diseño de análogos por su actividad 

antimicrobiana contra S. aureus, E. coli y C. albicans. Ambos análogos también 

muestran actividad antimicrobiana contra esas cepas, pero solo se expresó mayor 

inhibición que CZS-1 para E. coli y C. albicans.  Además, se testeó el potencial contra 

P. aeruginosa y K. pneumoniae resistente a ampicilina, actividad aún no reportada para 

cruzioseptinas. En este caso los péptidos diseñados solo mostraron mayor inhibición 

contra K. pneumoniae. La diferencia de actividad entre las cepas se debe a la diferente 

composición de las membranas microbianas, que cambia incluso entre cepas de la 
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misma especie [13]. Otro factor que influye son las enzimas proteolíticas existentes en 

la superficie de la membrana que pueden lisar los péptidos antes de su inserción.  

 

Destaca la actividad de 21A4K15K18K por exhibir el tamaño de halo más grande que 

inhibe el crecimiento en 3 de las 5 cepas testeadas. El incremento de actividad se 

atribuye a la cationicidad mayor con respecto al modelo (de +3 a +7). El aumento de 

carga favorece la inserción del péptido en la membrana microbiana, mediante la 

interacción electrostática de las cadenas laterales de los aminoácidos catiónicos y las 

cabezas aniónicas de los fosfolípidos [5,19].  

 

El reemplazo de glicinas por lisinas, además de incrementar la carga, fomenta la 

adquisición de la conformación α-hélice. Investigaciones han demostrado que análogos 

con mayor proporción de glicinas son menos potentes causando menor disrupción en la 

membrana bacteriana, a pesar de dotar a la estructura de mayor flexibilidad [57]. Las 

sustituciones por alanina en análogos de indolicina han demostrado mejorar la actividad 

antimicrobiana por adoptar conformación helicoidal [58]. En este mismo sentido, 

sustituciones simultáneas de lisina y alanina en análogos de pardaxina exhiben el mismo 

comportamiento, aunque también se eleva el efecto hemolítico [59]. 

 

De igual manera, el diseño 2L15K inhibe el crecimiento microbiano más que 

cruzioseptina-1. En este caso se sustituyó una fenilamina de la secuencia de CZS-1 por 

una leucina, una molécula más soluble en agua. La fenilalanina posee un grupo 

aromático que es más hidrofóbico que el grupo alifático de la leucina, lo cual promueve 

la solubilidad del péptido y facilita su penetración en membranas. Al igual que en el otro 

análogo la sustitución de glicina por lisina, aumenta el contacto electrostático entre el 

péptido y la membrana microbiana.  

 

Se ha demostrado que las sustituciones con lisina y leucina simultáneas incrementan 

levemente la actividad antimicrobiana mientras disminuyen considerablemente el efecto 

hemolítico [46,60–62]. Aunque el reemplazo por leucina en la cara hidrofóbica mejora la 

actividad, se ha observado que disminuye la potencia contra cepas Gram positivas [63]. 

Consecuentemente, péptidos provenientes de la secreción de la piel de ranas que son 

ricos en leucina y glicina, reportan mayor actividad contra cepas Gram negativas, 

aunque no exhiben actividad contra S. aureus ni C. albicans [64].  
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5 CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 
 

 

El diseño racional de péptidos antimicrobianos genera análogos con potencial 

terapéutico mediante estrategias que permiten descartar aquellos con propiedades no 

deseables. Las propiedades fisicoquímicas de los análogos prometedores de ambas 

estrategias fueron similares: aumentaron la carga, disminuyeron la hidrofobicidad y 

fomentaron la tendencia α-hélice. Lo que sugiere que son propiedades idóneas para 

aumentar la actividad antimicrobiana y disminuir el efecto hemolítico. En la presente 

investigación se utilizaron herramientas bioinformáticas como predictores y 

simulaciones con membranas. El estudio in silico de los análogos 21A4K15K18K y 

2L15K muestra mayor afinidad por la membrana bacteriana que el modelo CZS-1, 

mostrando su inserción en la membrana. La interacción de los análogos con la 

membrana humana presenta mayor afinidad solo en la superficie. Adicionalmente, los 

ensayos exploratorios de sensibilidad microbiana mostraron mayor inhibición de los 

análogos contra E. coli, C. albicans y K. pneumoniae resistente a ampicilina, 

21A4K15K18K fue el análogo más potente. El enfoque principal de la investigación fue 

diseñar análogos con mayor actividad antimicrobiana y menor efecto hemolítico 

utilizando herramientas bioinformáticas, se recomienda realizar ensayos de 

concentración mínima inhibitoria y hemólisis con los péptidos purificados para 

corroborar su potencial citotóxico. Además, se recomienda usar herramientas 

bioinformáticas para predecir los sitios de escisión por proteasas para estimar su 

estabilidad en entornos fisiológicos. Existen programas para diseñar péptidos 

resistentes a proteasas que sugieren modificaciones no proteinogénicas.
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Anexos 
 

Anexo 1. Diagrama de flujo de selección de análogos prometedores. 

Nota: La selección de análogos de cada estrategia se llevó a cabo por cribado 
basado en la toma de decisiones expresadas en el gráfico. El gráfico está 
enumerado de manera que se cumpla cada criterio de selección. En caso de no 
cumplir el péptido será descartado. Si es descartado antes del paso 13, el 
diagrama inicia (paso 1 o 7) con otro péptido modificado solo en una cara. Los 
péptidos descartados después del paso 14 no serán seleccionados. 
*Los valores de selección se inspiraron en los resultados obtenidos en Bermúdez 
(2021). 
AB: probabilidad de actividad antibacteriana 
AF: probabilidad de actividad antifúngica 
HM: probabilidad de causar efecto hemolítico 
AP: probabilidad de actividad antiparasitaria 



 

 

Glosario de Anexos 

 

AB: actividad antibacteriana 

AF: actividad antifúngica 

HM: efecto hemolítico hemolítica 

C: carga 

HD: hidrofobicidad 

EST: estructura 

AP: actividad antiparasitaria 

M: modelo 

A: análogo evaluado in vitro 

 

Biblioteca de análogos Estrategia 1 

Cara polar 
Anexo 2. Análogos generados aumentando la cationicidad. 

ESTRATEGIA AUMENTO DE CATIONICIDAD 
N° SECUENCIA NOMBRE ABa AFa HMb Cc HDc 

M GFLDIVKGVGKVALGAVSKLF CZS-1 0.98 0.96 0.6 3 0.581 
A GFLKIVKGVGKVALKAVSKLF [K4K15]CZS-1 1 1 0.44 6 0.528 
1 KFLDIVKGVGKVALGAVSKLF 1K 1 0.98 0.63 4 0.531 
2 GFLKIVKGVGKVALGAVSKLF 4K 1 0.99 0.62 5 0.57 
3 GFLDIVKKVGKVALGAVSKLF 8K 1 0.98 0.63 4 0.534 
4 GFLDIVKGVGKVALKAVSKLF 15K 1 0.98 0.63 4 0.534 
5 GFLDIVKGVGKVALGAVKKLF 18K 1 0.99 0.52 4 0.536 
6 KFLKIVKGVGKVALGAVSKLF 1K4K 1 1 0.65 6 0.523 
7 KFLDIVKKVGKVALGAVSKLF 1K8K 1 0.99 0.7 5 0.487 
8 KFLDIVKGVGKVALKAVSKLF 1K15K 1 0.99 0.7 5 0.487 
9 KFLDIVKKVGKVALGAVKKLF 1K8K18K 1 0.99 0.72 6 0.441 
10 GFLKIVKGVGKVALGAVKKLF 4K18K 1 1 0.53 6 0.525 
11 GFLKIVKGVGKVALKAVSKLF 4K8K 1 0.99 0.65 5 0.523 
12 GFLDIVKKVGKVALKAVSKLF 8K15K 1 0.99 0.7 5 0.487 
13 GFLDIVKKVGKVALGAVKKLF 8K18K 1 0.99 0.6 5 0.489 
14 GFLKIVKGVGKVALKAVKKLF 4K15K18K 1 1 0.64 7 0.478 
15 GFLKIVKKVGKVALKAVKKLF 4K8K15K18K 1 0.99 0.75 8 0.431 
16 KFLKIVKKVGKVALKAVKKLF 1K4K8K15K18K 1 0.98 0.7 9 0.384 

a Probabilidad de ser antibacteriano (AB) y antifúngico (AF) generada por iAMPred. 
b Probabilidad de inducir hemólisis (HM) producida por HemoPI. 
c Carga (C) e hidrofobicidad (HD) obtenidas en HeliQuest. 
 
 
 
 



 

 

 
Anexo 3. Cribado por efecto hemolítico de análogos catiónicos. 

ESTRATEGIA AUMENTO DE CATIONICIDAD 
Cribado por efecto hemolítico 

N° SECUENCIA NOMBRE ABa AFa HMb ESTd 

M GFLDIVKGVGKVALGAVSKLF CZS-1 0.98 0.96 0.6 HÉLICE 

A GFLKIVKGVGKVALKAVSKLF [K4K15] 1 1 0.44 HÉLICE 

1 GFLDIVKGVGKVALGAVKKLF 18K 1 0.99 0.52 HÉLICE 

2 KFLKIVKGVGKVALGAVSKLF 1K4K 1 1 0.65 RANDOM 

3 GFLKIVKGVGKVALGAVKKLF 4K18K 1 1 0.53 HÉLICE 

4 GFLKIVKGVGKVALKAVKKLF 4K15K18K 1 1 0.64 HÉLICE 
d Estructura de la secuencia peptídica (EST) predicha por CFSSP. 
 
Anexo 4. Cribado por estructura de análogos catiónicos. 

ESTRATEGIA AUMENTO DE CATIONICIDAD 

Cribado por estructura 

N° SECUENCIA NOMBRE ABa AFa HMb Cc HDc ESTd 
M GFLDIVKGVGKVALGAVSKLF CZS-1 0.98 0.96 0.6 3 0.581 HÉLICE 
A GFLKIVKGVGKVALKAVSKLF [K4K15] 1 1 0.44 6 0.528 HÉLICE 

1 GFLDIVKGVGKVALGAVKKLF 18K 1 0.99 0.52 4 0.536 HÉLICE 
2 GFLKIVKGVGKVALGAVKKLF 4K18K 1 1 0.53 6 0.525 HÉLICE 

3 GFLKIVKGVGKVALKAVKKLF 4K15K18K 1 1 0.64 7 0.478 HÉLICE 
 

Cara no polar 
Anexo 5. Análogos generados modificando la hidrofobicidad. 

ESTRATEGIA HIDROFOBICIDAD 
N° SECUENCIA NOMBRE ABa AFa HMb Cc HDc 
M GFLDIVKGVGKVALGAVSKLF CZS-1 0.98 0.96 0.6 3 0.581 
A GFLKIVKGVGKVALKAVSKLF [K4K15] 1 1 0.44 6 0.523 
1 GVLDIVKGVGKVALGAVSKLF 2V 0.97 0.91 0.50 3 0.554 
2 GALDIVKGVGKVALGAVSKLF 2A 0.99 0.96 0.53 3 0.51 
3 GFIDIVKGVGKVALGAVSKLF 3I 0.99 0.96 0.65 3 0.51 
4 GFFDIVKGVGKVALGAVSKLF 3F 0.94 0.93 0.62 3 0.585 
5 GFADIVKGVGKVALGAVSKLF 3A 0.98 0.94 0.57 3 0.515 
6 GFVDIVKGVGKVALGAVSKLF 3V 0.94 0.90 0.52 3 0.558 
7 GFLDFVKGVGKVALGAVSKLF 5F 0.92 0.89 0.54 3 0.58 
8 GFLDVVKGVGKVALGAVSKLF 5V 0.93 0.87 0.45 3 0.553 
9 GFLDAVKGVGKVALGAVSKLF 5A 0.97 0.91 0.48 3 0.51 
10 GFLDMVKGVGKVALGAVSKLF 5M 0.94 0.90 0.51 3 0.554 
11 GFLDIMKGVGKVALGAVSKLF 6M 0.99 0.97 0.71 3 0.581 
12 GFLDIAKGVGKVALGAVSKLF 6A 0.99 0.97 0.67 3 0.538 
13 GFLDIWKGVGKVALGAVSKLF 6W 0.98 0.92 0.75 3 0.63 
14 GFLDIGKGVGKVALGAVSKLF 6G 0.99 0.97 0.66 3 0.523 



 

 

15 GFLDIVKGMGKVALGAVSKLF 9M 0.99 0.97 0.71 3 0.581 
16 GFLDIVKGAGKVALGAVSKLF 9A 0.99 0.97 0.67 3 0.538 
17 GFLDIVKGWGKVALGAVSKLF 9W 0.98 0.92 0.75 3 0.63 
18 GFLDIVKGGGKVALGAVSKLF 9G 0.99 0.97 0.66 3 0.576 
19 GFLDIVKGVHVALGAVSKLF 10H 0.97 0.91 0.56 3 0.593 
20 GFLDIVKGVSKVALGAVSKLF 10S 0.98 0.93 0.65 3 0.551 
21 GFLDIVKGVKKVALGAVSKLF 10K 1.00 0.98 0.63 3 0.528 
22 GFLDIVKGVGKMALGAVSKLF 12M 0.99 0.97 0.71 3 0.552 
23 GFLDIVKGVGKAALGAVSKLF 12A 0.99 0.97 0.67 3 0.53 
24 GFLDIVKGVGKWALGAVSKLF 12W 0.98 0.92 0.75 3 0.63 
25 GFLDIVKGVGKGALGAVSKLF 12G 0.99 0.97 0.66 3 0.523 
26 GFLDIVKGVGKVWLGAVSKLF 13W 0.94 0.86 0.68 3 0.673 
27 GFLDIVKGVGKVPLGAVSKLF 13P 0.96 0.93 0.70 3 0.6 
28 GFLDIVKGVGKVGLGAVSKLF 13G 0.98 0.95 0.63 3 0.566 
29 GFLDIVKGVGKVALGWVSKLF 16W 0.94 0.86 0.68 3 0.673 
30 GFLDIVKGVGKVALGPVSKLF 16P 0.96 0.93 0.70 3 0.6 
31 GFLDIVKGVGKVALGGVSKLF 16G 0.98 0.95 0.63 3 0.566 
32 GFLDIVKGVGKVALGAMSKLF 17M 0.99 0.97 0.71 3 0.581 
33 GFLDIVKGVGKVALGAASKLF 17A 0.99 0.97 0.67 3 0.538 
34 GFLDIVKGVGKVALGAWSKLF 17W 0.98 0.92 0.75 3 0.63 
35 GFLDIVKGVGKVALGAVSKIF 20I 0.99 0.96 0.65 3 0.586 
36 GFLDIVKGVGKVALGAVSKFF 20F 0.94 0.93 0.62 3 0.585 
37 GFLDIVKGVGKVALGAVSKVF 20V 0.94 0.90 0.52 3 0.558 
38 GFLDIVKGVGKVALGAVSKAF 20A 0.98 0.94 0.57 3 0.515 
39 GFLDIVKGVGKVALGAVSKLV 21V 0.97 0.91 0.50 3 0.554 
40 GFLDIVKGVGKVALGAVSKLM 21M 0.97 0.93 0.55 3 0.554 
41 GFLDIVKGVGKVALGAVSKLA 21A 0.99 0.96 0.53 3 0.51 
42 GFLDIVKGVGKVALGAVSKLW 21W 0.97 0.88 0.59 3 0.603 

 
Anexo 6. Cribado por actividad antibacteriana y antifúngica. 

ESTRATEGIA HIDROFOBICIDAD 
Cribado por actividad antibacteriana y antifúngica 

N° SECUENCIA NOMBRE ABa AFa HMb Cc HDc 
M GFLDIVKGVGKVALGAVSKLF CZS-1 0.98 0.96 0.6  3 0.581 
A GFLKIVKGVGKVALKAVSKLF [K4K15] 1 1 0.44  6 0.523 
1 GALDIVKGVGKVALGAVSKLF 2A 0.99 0.96 0.53 3 0.51 
2 GFIDIVKGVGKVALGAVSKLF 3I 0.99 0.96 0.65 3 0.51 
3 GFLDIMKGVGKVALGAVSKLF 6M 0.99 0.97 0.71 3 0.585 
4 GFLDIAKGVGKVALGAVSKLF 6A 0.99 0.97 0.67 3 0.515 
5 GFLDIGKGVGKVALGAVSKLF 6G 0.99 0.97 0.66 3 0.558 
6 GFLDIVKGMGKVALGAVSKLF 9M 0.99 0.97 0.71 3 0.58 
7 GFLDIVKGAGKVALGAVSKLF 9A 0.99 0.97 0.67 3 0.553 
8 GFLDIVKGGGKVALGAVSKLF 9G 0.99 0.97 0.66 3 0.51 
9 GFLDIVKGVKKVALGAVSKLF 10K 1.00 0.98 0.63 3 0.554 
10 GFLDIVKGVGKMALGAVSKLF 12M 0.99 0.97 0.71 3 0.581 



 

 

11 GFLDIVKGVGKAALGAVSKLF 12A 0.99 0.97 0.67 3 0.538 
12 GFLDIVKGVGKGALGAVSKLF 12G 0.99 0.97 0.66 3 0.63 
13 GFLDIVKGVGKVALGAMSKLF 17M 0.99 0.97 0.71 3 0.523 
14 GFLDIVKGVGKVALGAASKLF 17A 0.99 0.97 0.67 3 0.581 
15 GFLDIVKGVGKVALGAVSKIF 20I 0.99 0.96 0.65 3 0.538 
16 GFLDIVKGVGKVALGAVSKLA 21A 0.99 0.96 0.53 3 0.63 

 

Anexo 7. Cribado por efecto hemolítico de análogos hidrofóbicos. 

ESTRATEGIA HIDROFOBICIDAD 
Cribado por actividad efecto hemolítico 

N° SECUENCIA NOMBRE ABa AFa HMb Cc HDc ESTd 
M GFLDIVKGVGKVALGAVSKLF CZS-1 0.98 0.96 0.6  3 0.581 HÉLICE 

A GFLKIVKGVGKVALKAVSKLF [K4K15] 1 1 0.44  6 0.523 HÉLICE 

1 GALDIVKGVGKVALGAVSKLF 2A 0.99 0.95 0.53 3 0.51 HÉLICE 

2 GFLDIVKGVGKVALGAVSKLA 21A 0.99 0.95 0.53 3 0.63 HÉLICE 

3 GFLDIVKGVKKVALGAVSKLF 10K 1.00 0.98 0.63 3 0.554 HÉLICE 

 

Biblioteca de análogos Estrategia 2 

Cara polar 
Anexo 8. Análogos generados sustituyendo aminoácidos por otros comunes en PAMs. 

ESTRATEGIA SUSTITUCIÓN AA PREDOMINANTE EN CARA POLAR 
N° SECUENCIA NOMBRE ABa AFa HMb Cc HDc 
M GFLDIVKGVGKVALGAVSKLF CZS-1 0.98 0.96 0.6 3 0.581 
A GFLKIVKGVGKVALKAVSKLF [K4K15] 1 1 0.44 6 0.523 
1 GFLSIVKGVGKVALGAVSKLF 4S 0.98 0.97 0.7 4 0.616 
2 GFLKIVKGVGKVALGAVSKLF 4K 1 0.99 0.62 5 0.570 
3 GFLGIVKGVGKVALGAVSKLF 4G 0.98 0.98 0.64 4  0.618 
4 GFLNIVKGVGKVALGAVSKLF 4N 0.99 0.99 0.76 4  0.589 
5 GFLRIVKGVGKVALGAVSKLF 4R 0.98 0.98 0.71 5  0.570 
6 GFLHIVKGVGKVALGAVSKLF 4H 0.99 0.99 0.64 4.09  0.624 
7 GFLTIVKGVGKVALGAVSKLF 4T 0.96 0.97 0.65 4  0.630 
8 GFLCIVKGVGKVALGAVSKLF 4C 0.99 0.99 0.7 3.9  0.691 
9 GFLDIVGGVGKVALGAVSKLF 7G 0.92 0.82 0.6  2  0.628 
10 GFLDIVPGVGKVALGAVSKLF 7P 0.88 0.76 0.66  2  0.628 
11 GFLDIVAGVGKVALGAVSKLF 7A 0.94 0.83 0.58  2  0.643 
12 GFLDIVRGVGKVALGAVSKLF 7R 0.88 0.84 0.66  3  0.580 
13 GFLDIVEGVGKVALGAVSKLF 7E 0.69 0.46 0.58  1  0.598 
14 GFLDIVHGVGKVALGAVSKLF 7H 0.97 0.91 0.59  2.09  0.634 
15 GFLDIVDGVGKVALGAVSKLF 7D 0.88 0.52 0.49  1  0.591 
16 GFLDIVKKVGKVALGAVSKLF 8K 1 0.98 0.63  4  0.534 
17 GFLDIVKEVGKVALGAVSKLF 8E 0.92 0.8 0.58  2  0.550 
18 GFLDIVKQVGKVALGAVSKLF 8Q 0.99 0.96 0.56  3  0.570 



 

 

19 GFLDIVKSVGKVALGAVSKLF 8S 0.98 0.93 0.65  3  0.579 
20 GFLDIVKGVGQVALGAVSKLF 11Q 0.95 0.72 0.53  2  0.618 
21 GFLDIVKGVGKVALKAVSKLF 15K 1 0.98 0.63  4  0.534 
22 GFLDIVKGVGKVALAAVSKLF 15A 0.99 0.95 0.61  3  0.596 
23 GFLDIVKGVGKVALEAVSKLF 15E 0.92 0.8 0.58  2  0.550 
24 GFLDIVKGVGKVALNAVSKLF 15N 0.99 0.97 0.72  3  0.552 
25 GFLDIVKGVGKVALSAVSKLF 15S 0.98 0.93 0.65  3  0.579 
26 GFLDIVKGVGKVALGAVGKLF 18G 0.98 0.96 0.51  3  0.583 
27 GFLDIVKGVGKVALIAVSKLF 18I 0.99 0.97 0.73  3  0.667 
28 GFLDIVKGVGKVALLAVSKLF 18L 0.99 0.96 0.56  3  0.662 
29 GFLDIVKGVGKVALFAVSKLF 18F 0.96 0.94 0.66  3  0.662 
30 GFLDIVKGVGKVALWAVSKLF 18W 0.95 0.86 0.66  3  0.688 
31 GFLDIVKGVGKVALPAVSKLF 18P 0.97 0.93 0.66  3  0.615 

 

Anexo 9. Cribado por actividad antibacteriana. 

ESTRATEGIA SUSTITUCIÓN AA PREDOMINANTE EN CARA POLAR 
Cribado por actividad antimicrobiana y antifúngica 

N° SECUENCIA NOMBRE ABa AFa HMb Cc HDc 
M GFLDIVKGVGKVALGAVSKLF CZS-1 0.98 0.96 0.6 5 0.57 
A GFLKIVKGVGKVALKAVSKLF [K4K15] 1 1 0.44 4  0.589 
1 GFLKIVKGVGKVALGAVSKLF 4K 1 0.99 0.62 4.1 0.624 
2 GFLNIVKGVGKVALGAVSKLF 4N 0.99 0.99 0.76 3.9 0.691 
3 GFLHIVKGVGKVALGAVSKLF 4H 0.99 0.99 0.64 2.09 0.634 
4 GFLCIVKGVGKVALGAVSKLF 4C 0.99 0.99 0.7 4 0.534 
6 GFLDIVKKVGKVALGAVSKLF 8K 1 0.98 0.63 4 0.534 
7 GFLDIVKQVGKVALGAVSKLF 8Q 0.99 0.96 0.56 3 0.596 
8 GFLDIVKGVGKVALKAVSKLF 15K 1 0.98 0.63 3 0.552 
9 GFLDIVKGVGKVALAAVSKLF 15A 0.99 0.95 0.61 3 0.667 
10 GFLDIVKGVGKVALNAVSKLF 15N 0.99 0.97 0.72 3 0.662 
11 GFLDIVKGVGKVALIAVSKLF 18I 0.99 0.97 0.73 5 0.57 
12 GFLDIVKGVGKVALLAVSKLF 18L 0.99 0.96 0.56 4 0.589 
13 GFLDIVHGVGKVALGAVSKLF 7H 0.98 0.96 0.59 2  0.634 

 

Anexo 10. Cribado por efecto hemolítico. 

ESTRATEGIA SUSTITUCIÓN AA PREDOMINANTE EN CARA POLAR 
Cribado por efecto hemolítico 

N° SECUENCIA NOMBRE ABa AFa HMb ESTd 
M GFLDIVKGVGKVALGAVSKLF CZS-1 0.98 0.96 0.6 HÉLICE 
A GFLKIVKGVGKVALKAVSKLF [K4K15] 1 1 0.44 HÉLICE 
1 GFLKIVKGVGKVALGAVSKLF 4K 1 0.99 0.62 HÉLICE 
2 GFLDIVKKVGKVALGAVSKLF 8K 1 0.98 0.63 HÉLICE 
3 GFLDIVKQVGKVALGAVSKLF 8Q 0.99 0.96 0.56 RAMDOM 
4 GFLDIVKGVGKVALKAVSKLF 15K 1 0.98 0.63 HÉLICE 



 

 

5 GFLDIVKGVGKVALLAVSKLF 18L 0.99 0.96 0.56 RAMDOM 
6 GFLDIVHGVGKVALGAVSKLF 7H 0.98 0.96 0.59 HÉLICE   

 

Anexo 11. Cribado por estructura. 

ESTRATEGIA SUSTITUCIÓN AA PREDOMINANTE EN CARA POLAR 
Cribado por estructura 

N° SECUENCIA NOMBRE ABa AFa HMb ESTd 
M GFLDIVKGVGKVALGAVSKLF CZS-1 0.98 0.96 0.6 HÉLICE 
A GFLKIVKGVGKVALKAVSKLF [K4K15] 1 1 0.44 HÉLICE 
1 GFLKIVKGVGKVALGAVSKLF 4K 1 0.99 0.62 HÉLICE 
2 GFLDIVKKVGKVALGAVSKLF 8K 1 0.98 0.63 HÉLICE 
3 GFLDIVKGVGKVALKAVSKLF 15K 1 0.98 0.63 HÉLICE 
4 GFLDIVHGVGKVALGAVSKLF 7H 0.98 0.96 0.59 HÉLICE 

   

Cara no polar 
Anexo 12. Análogos generados sustituyendo aminoácidos por otros comunes en PAMs. 

ESTRATEGIA SUSTITUCIÓN AA PREDOMINANTE EN CARA NO POLAR 
N° SECUENCIA NOMBRE ABa AFa HMb Cc HDc 
M GFLDIVKGVGKVALGAVSKLF CZS-1 0.98 0.96 0.6 3 0.581 
A GFLKIVKGVGKVALKAVSKLF [K4K15] 1 1 0.44 6 0.523 
1 GLLDIVKGVGKVALGAVSKLF 2L 0.99 0.96 0.52 3 0.577 
2 GFWDIVKGVGKVALGAVSKLF 3W 0.94 0.85 0.6 3 0.607 
3 GFLDILKGVGKVALGAVSKLF 6L 0.99 0.98 0.68 3 0.604 
4 GFLDIIKGVGKVALGAVSKLF 6I 1 0.99 0.8 3 0.609 
5 GFLDINKGVGKVALGAVSKLF 6N 1 0.99 0.79 3 0.494 
6 GFLDKVKGVGKVALGAVSKLF 5K 0.99 0.97 0.5 4 0.448 
7 GFLDEVKGVGKVALGAVSKLF 5E 0.84 0.69 0.5 2 0.465 
8 GFLDSVKGVGKVALGAVSKLF 5S 0.95 0.88 0.54 3 0.493 
9 GFLDPVKGVGKVALGAVSKLF 5P 0.94 0.86 0.56 3 0.530 
10 GFLDIVKGKGKVALGAVSKLF 9K 1 0.99 0.66 4 0.476 
11 GFLDIVKGQGKVALGAVSKLF 9Q 1 0.95 0.6 3 0.512 
12 GFLDIVKGAGKVALGAVSKLF 9A 0.99 0.97 0.67 3 0.538 
13 GFLDIVKGVAKVALGAVSKLF 10A 0.99 0.95 0.61 3 0.596 
14 GFLDIVKGVLKVALGAVSKLF 10L 0.99 0.96 0.56 3 0.662 
15 GFLDIVKGVIKVALGAVSKLF 10I 0.99 0.97 0.73 3 0.667 
16 GFLDIVKGVFKVALGAVSKLF 10F 0.96 0.94 0.66 3 0.666 
17 GFLDIVKGVTKVALGAVSKLF 10T 0.95 0.92 0.6 3 0.593 
18 GFLDIVKGVPKVALGAVSKLF 10P 0.97 0.93 0.7 3 0.615  
19 GFLDIVKGVGKEALGAVSKLF 12E 0.96 0.88 0.67 2 0.492 
20 GFLDIVKGVGKSALGAVSKLF 12S 0.99 0.96 0.76 3 0.521 
21 GFLDIVKGVGKQALGAVSKLF 12Q 1 0.95 0.6 3 0.512 
22 GFLDIVKGVGKKALGAVSKLF 12K 1 0.99 0.66 4 0.476 



 

 

23 GFLDIVKGVGKNALGAVSKLF 12N 1 0.99 0.79 3 0.494 
24 GFLDIVKGVGKPALGAVSKLF 12P 0.99 0.95 0.76 3 0.557 
25 GFLDIVKGVGKVPLGAVSKLF 13P 0.96 0.93 0.7 3 0.600 
26 GFLDIVKGVGKVAGGAVSKLF 14G 0.97 0.93 0.54 3  0.500 
27 GFLDIVKGVGKVAPGAVSKLF 14P 0.96 0.9 0.64 3 0.534  
28 GFLDIVKGVGKVALGHVSKLF 16H 0.99 0.98 0.64 3 0.572 
29 GFLDIVKGVGKVALGEVSKLF 16E 0.9 0.81 0.63 2 0.536  
30 GFLDIVKGVGKVALGGVSKLF 16G 0.98 0.95 0.63 3 0.566 
31 GFLDIVKGVGKVALGKVSKLF 16K 0.99 0.98 0.63 4 0.519 
32 GFLDIVKGVGKVALGAVSYLF 19Y 0.78 0.68 0.61 2 0.674 

 

Anexo 13. Cribado por actividad antibacteriana. 

ESTRATEGIA SUSTITUCIÓN AA PREDOMINANTE EN CARA NO POLAR 
Cribado por actividad antimicrobiana y antifúngica 

N° SECUENCIA NOMBRE ABa AFa HMb Cc HDc 
M GFLDIVKGVGKVALGAVSKLF CZS-1 0.98 0.96 0.6 3 0.581 
A GFLKIVKGVGKVALKAVSKLF [K4K15] 1 1 0.44 6 0.523 
1 GLLDIVKGVGKVALGAVSKLF 2L 0.99 0.96 0.52 3 0.577 
2 GFLDILKGVGKVALGAVSKLF 6L 0.99 0.98 0.68 3 0.604 
3 GFLDIIKGVGKVALGAVSKLF 6I 1 0.99 0.8 3 0.609 
4 GFLDINKGVGKVALGAVSKLF 6N 1 0.99 0.79 3 0.494 
5 GFLDKVKGVGKVALGAVSKLF 5K 0.99 0.97 0.5 4 0.448 
6 GFLDIVKGKGKVALGAVSKLF 9K 1 0.99 0.66 4 0.476 
7 GFLDIVKGQGKVALGAVSKLF 9Q 1 0.96 0.6 3 0.512 
8 GFLDIVKGAGKVALGAVSKLF 9A 0.99 0.97 0.67 3 0.538 
9 GFLDIVKGVAKVALGAVSKLF 10A 0.99 0.96 0.61 3 0.596 
10 GFLDIVKGVAKVALGAVSKLF 10A 0.99 0.96 0.61 3 0.662 
11 GFLDIVKGVLKVALGAVSKLF 10L 0.99 0.96 0.56 3 0.667 
12 GFLDIVKGVIKVALGAVSKLF 10I 0.99 0.97 0.73 3 0.521 
13 GFLDIVKGVGKSALGAVSKLF 12S 0.99 0.96 0.76 3 0.512 
14 GFLDIVKGVGKQALGAVSKLF 12Q 1 0.96 0.6 4 0.476 
15 GFLDIVKGVGKKALGAVSKLF 12K 1 0.99 0.66 3 0.494 
16 GFLDIVKGVGKNALGAVSKLF 12N 1 0.99 0.79 3 0.557 
17 GFLDIVKGVGKPALGAVSKLF 12P 0.99 0.96 0.76 3 0.572 
18 GFLDIVKGVGKVALGHVSKLF 16H 0.99 0.98 0.64 2 0.536 
19 GFLDIVKGVGKVALGKVSKLF 16K 0.99 0.98 0.63 3 0.581 

  

 

 

 

 

 



 

 

Anexo 14. Cribado por efecto hemolítico. 

ESTRATEGIA SUSTITUCIÓN AA PREDOMINANTE EN CARA NO POLAR 
Cribado por efecto hemolítico 

N° SECUENCIA NOMBRE ABa AFa HMb ESTd 
M GFLDIVKGVGKVALGAVSKLF CZS-1 0.98 0.96 0.6 HÉLICE 
A GFLKIVKGVGKVALKAVSKLF [K4K15] 1 1 0.44 HÉLICE 
1 GLLDIVKGVGKVALGAVSKLF 2L 0.99 0.96 0.52 HÉLICE 
2 GFLDKVKGVGKVALGAVSKLF 5K 0.99 0.97 0.5 HÉLICE  
3 GFLDIVKGVLKVALGAVSKLF 10L 0.99 0.96 0.56 RAMDOM 

 

Anexo 15. Cribado por estructura. 

ESTRATEGIA SUSTITUCIÓN AA PREDOMINANTE EN CARA NO POLAR 
Cribado por estructura 

N° SECUENCIA NOMBRE ABa AFa HMb ESTd 
M GFLDIVKGVGKVALGAVSKLF Original 0.98 0.96 0.6 HÉLICE 
A GFLKIVKGVGKVALKAVSKLF [K4K15] 1 1 0.44 HÉLICE 
1 GLLDIVKGVGKVALGAVSKLF 2L 0.99 0.96 0.52 HELICE 
2 GFLDKVKGVGKVALGAVSKLF 5K 0.99 0.97 0.5 HELICE  

 

Combinaciones 

Estrategia 1 
Anexo 16. Análogos generados de combinaciones estrategia 1. 

ESTRATEGIA 1 
Combinaciones 

N° SECUENCIA NOMBRE ABa AFa HMb Cc HDc 
M GFLDIVKGVGKVALGAVSKLF CZS-1 0.98 0.96 0.6 3 0.581 
A GFLKIVKGVGKVALKAVSKLF [K4K15] 1 1 0.44 6 0.528 
1 GALDIVKGVGKVALGAVKKLF 2A18K 1 0.98 0.45 4 0.465  
2 GFLDIVKGVGKVALGAVKKLA 21A18K 1 0.98 0.45 4 0.465 
3 GALKIVKGVGKVALGAVKKLF 2A4K18K 1 0.99 0.45 6 0.455 
4 GFLKIVKGVGKVALGAVKKLA 21A4K18K 1 0.99 0.45 6 0.455 
5 GALKIVKGVGKVALKAVKKLF 2A4K15K18K 1 0.99 0.50 7 0.408 
6 GFLKIVKGVGKVALKAVKKLA 21A4K15K18K 1 0.99 0.50 7 0.408 
7 GFLDIVKGVGKVALGAVKKLF 10K18K 1 0.99 0.52 4 0.536 
8 GFLKIVKGVGKVALGAVKKLF 10K4K18K 1 1 0.53 6 0.525 
9 GFLKIVKGVGKVALKAVKKLF 10K4K15K18K 1 0.99 0.64 7 0.478 

 

 

 

 

 



 

 

Anexo 17. Cribado por efecto hemolítico. 

ESTRATEGIA 1 
Cribado por efecto hemolítico  
N° SECUENCIA NOMBRE ABa AFa HMb APe 

M GFLDIVKGVGKVALGAVSKLF CZS-1 0.98 0.96 0.6 0.870 
A GFLKIVKGVGKVALKAVSKLF [K4K15] 1 1 0.44 0.922 
1 GALDIVKGVGKVALGAVKKLF 2A18K 1 0.98 0.45 0.930 
2 GFLDIVKGVGKVALGAVKKLA 21A18K 1 0.98 0.45 0.908 
3 GALKIVKGVGKVALGAVKKLF 2A4K18K 1 0.99 0.45 0.936 
4 GFLKIVKGVGKVALGAVKKLA 21A4K18K 1 0.99 0.45 0.923 
5 GALKIVKGVGKVALKAVKKLF 2A4K15K18K 1 0.99 0.50 0.937 
6 GFLKIVKGVGKVALKAVKKLA 21A4K15K18K 1 0.99 0.50 0.925 
7 GFLDIVKGVGKVALGAVKKLF 10K18K 1 0.99 0.52 0.906 
8 GFLKIVKGVGKVALGAVKKLF 10K4K18K 1 1 0.53 0.825 

 e Probabilidad de ser antiparasitario (AP) generada por PredAPP. 

Anexo 18. Cribado por actividad antiparasitaria 

ESTRATEGIA 1 
Cribado por actividad antiparasitaria 

N° SECUENCIA NOMRE ABa AFa HMb APe 
M GFLDIVKGVGKVALGAVSKLF CZS-1 0.98 0.96 0.6 0.870 
A GFLKIVKGVGKVALKAVSKLF [K4K15] 1 1 0.44 0.922 
1 GALDIVKGVGKVALGAVKKLF 2A18K 1 0.98 0.45 0.930 
2 GALKIVKGVGKVALGAVKKLF 2A4K18K 1 0.99 0.45 0.936 
3 GFLKIVKGVGKVALGAVKKLA 21A4K18K 1 0.99 0.45 0.923 
4 GFLKIVKGVGKVALKAVKKLA 21A4K15K18K 1 0.99 0.50 0.925 
5 GALKIVKGVGKVALKAVKKLF 2A4K15K18K 1 0.99 0.50 0.937 

 

Estrategia 2 
Anexo 19. Análogos generados de combinaciones estrategia 2. 

ESTRATEGIA 2 
Combinaciones 

N° SECUENCIA NOMBRE ABa AFa HMb CHc HDc 

M GFLDIVKGVGKVALGAVSKLF CZS-1 0.98 0.96 0.6 3 0.581 
A GFLKIVKGVGKVALKAVSKLF [K4K15] 1 1 0.44 6 0.528 
1 GLLKIVKGVGKVALGAVSKLF 2L4K 1 0.99 0.53 3 0.581 
2 GLLDIVHGVGKVALGAVSKLF 2L7H 0.98 0.92 0.54 6 0.528 
3 GLLDIVKKVGKVALGAVSKLF 2L8K 1 0.99 0.48 5 0.566 
4 GLLDIVKGVGKVALKAVSKLF 2L15K 1 0.99 0.48 2.09 0.63 
5 GFLKKVKGVGKVALGAVSKLF 5K4K 1 0.99 0.51 4 0.53 
6 GFLDKVHGVGKVALGAVSKLF 5K7H 0.98 0.95 0.47 4 0.53 
7 GFLDKVKKVGKVALGAVSKLF 5K8K 1 0.98 0.56 6 0.438 
8 GFLDKVKGVGKVALKAVSKLF 5K15K 1 0.98 0.56 3.09 0.501 



 

 

  

Anexo 20. Cribado por actividad antimicrobiana. 

ESTRATEGIA 2 
Cribado por actividad antibacteriana y antifúngica 

N° SECUENCIA NOMBRE ABa AFa HMb APe 
M GFLDIVKGVGKVALGAVSKLF CZS-1 0.98 0.96 0.6 0.870 
A GFLKIVKGVGKVALKAVSKLF [K4K15] 1 1 0.44 0.922 
1 GLLKIVKGVGKVALGAVSKLF 2L4K 1 0.99 0.53 0.936 
2 GLLDIVKKVGKVALGAVSKLF 2L8K 1 0.99 0.48 0.928 
3 GLLDIVKGVGKVALKAVSKLF 2L15K 1 0.99 0.48 0.925 
4 GFLKKVKGVGKVALGAVSKLF 5K4K 1 0.99 0.51 0.931 
5 GFLDKVKKVGKVALGAVSKLF 5K8K 1 0.98 0.56 0.915 
6 GFLDKVKGVGKVALKAVSKLF 5K15K 1 0.98 0.56 0.912 

 

Anexo 21. Cribado por actividad antiparasitaria. 

ESTRATEGIA 2 
Cribado por actividad antiparasitaria 

N° SECUENCIA NOMBRE ABa AFa HMb APe 
M GFLDIVKGVGKVALGAVSKLF CZS-1 0.98 0.96 0.6 0.870 
A GFLKIVKGVGKVALKAVSKLF [K4K15] 1 1 0.44 0.922 
1 GLLKIVKGVGKVALGAVSKLF 2L4K 1 0.99 0.53 0.936 
2 GLLDIVKKVGKVALGAVSKLF 2L8K 1 0.99 0.48 0.928 
3 GLLDIVKGVGKVALKAVSKLF 2L15K 1 0.99 0.48 0.925 
4 GFLKKVKGVGKVALGAVSKLF 4K5K 1 0.99 0.51 0.931 
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