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Resumen 

 
En los últimos años, el surgimiento de cepas patógenas resistentes a antibióticos —incluidos 

los betalactámicos y las cefalosporinas de tercera generación, con reportes crecientes de 

fallas incluso en tratamientos con cefalosporinas de cuarta y quinta generación— ha 

generado una gran preocupación en salud pública a nivel nacional e internacional. En este 

contexto, los péptidos catiónicos antimicrobianos se han planteado como alternativas 

terapéuticas prometedoras debido a su papel en la respuesta inmune innata y a su mecanismo 

de acción dirigido a la membrana, lo que dificulta que las bacterias desarrollen resistencia 

frente a ellos. 

En la literatura se reportó previamente un péptido antimicrobiano de amplio espectro — 

denominado en este trabajo como péptido 43— con estructura de hélice α anfipática. Sin 

embargo, la presencia de ciertos residuos poco frecuentes en hélices sugería la posibilidad 

de estabilizar su conformación y, de esta manera, potenciar su actividad. A partir de esta 

secuencia, el Grupo de Investigación de Hormonas y el Semillero de Bioquímica, Biofísica 

y Biología Molecular de la Universidad Nacional de Colombia diseñaron seis péptidos 

análogos, los cuales fueron sintetizados en fase sólida en la Universidad Pontificia Católica 

de Chile, purificados por HPLC y caracterizados mediante espectrometría de masas y 

dicroísmo circular. 

La actividad antimicrobiana de los péptidos se evaluó frente a bacterias incluidas en la lista 

prioritaria de la Organización Mundial de la Salud. Se encontró que varias cepas fueron 

sensibles, en particular al péptido 37, que presentó los valores más bajos de IC₅₀: 

Enterococcus faecalis (10.39 μM), Staphylococcus aureus (8.29 μM, aunque esta última 

especie fue más sensible al péptido 38 con 7.49 μM), Pseudomonas aeruginosa (6.08 μM) y 

Escherichia coli O157:H7 (9.75 μM), mientras que Klebsiella pneumoniae mostró la mayor 

resistencia (12.66 μM). 

 

Los análisis fisicoquímicos indicaron que la actividad de los péptidos depende del entorno 

y del medio en el que se encuentren, en relación con sus cargas, el carácter anfipático y la 

helicidad, lo que revela una clara afinidad por la membrana bacteriana y aporta información 

sobre su posible mecanismo de acción. Asimismo, se confirmó su especificidad  hacia 

membranas bacterianas, ya que no inducen hemólisis significativa a las concentraciones 

correspondientes a su IC₅₀ ni citotoxicidad en células humanas. Finalmente, se observó que 

las modificaciones en la secuencia de aminoácidos influyeron en la actividad 
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antimicrobiana, aunque la mayor estabilización de la hélice α no se correlacionó 

necesariamente con una mayor eficacia biológica. 

 

En conjunto, estos resultados sugieren que los péptidos más promisorios presentan un alto 

potencial para su desarrollo como agentes terapéuticos, formulaciones tópicas o 

recubrimientos antimicrobianos, constituyéndose en candidatos seguros y eficaces frente a 

bacterias multirresistentes. 

 

 

Palabras clave: Péptidos catiónicos antimicrobianos, concentración inhibitoria media- 

máxima, bacterias, especificidad y sensibilidad, contenido helical.  
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Abstract 

In recent years, the emergence of pathogenic strains resistant to antibiotics—including β- 

lactams and third-generation cephalosporins, with increasing reports of treatment failures 

even with fourth- and fifth-generation cephalosporins—has generated major public health 

concerns at both national and international levels. In this context, cationic antimicrobial 

peptides have been proposed as promising therapeutic alternatives due to their role in the 

innate immune response and their membrane-targeting mechanism of action, which makes 

it more difficult for bacteria to develop resistance against them. 

Previous literature reported a broad-spectrum antimicrobial peptide—referred to in this 

work as peptide 43—with an amphipathic α-helical structure. However, the presence of 

certain residues that are uncommon in helices suggested the possibility of stabilizing its 

conformation and thereby enhancing its activity. Based on this sequence, the Hormones 

Research Group and the Biochemistry, Biophysics, and Molecular Biology Student 

Research Team at the National University of Colombia designed six analog peptides. These 

were synthesized via solid-phase peptide synthesis at the Pontifical Catholic University of 

Chile, purified by HPLC, and characterized by mass spectrometry and circular dichroism.  

The antimicrobial activity of these peptides was evaluated against bacteria included on the 

World Health Organization’s priority pathogen list. Several strains were found to be 

sensitive, particularly to peptide 37, which displayed the lowest IC₅₀ values: Enterococcus 

faecalis (10.39 μM), Staphylococcus aureus (8.29 μM, although this species was even more 

sensitive to peptide 38 with 7.49 μM), Pseudomonas aeruginosa (6.08 μM), and Escherichia 
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coli O157:H7 (9.75 μM), whereas Klebsiella pneumoniae showed the greatest resistance 

(12.66 μM). 

Physicochemical analyses indicated that peptide activity depends on the surrounding 

environment and medium, in association with their charge distribution, amphipathic 

character, and helicity. These features demonstrate a clear affinity for bacterial membranes 

and provide insight into their potential mechanism of action. Additionally, their specificity 

toward bacterial membranes was confirmed, as they did not induce significant hemolysis at 

their IC₅₀ concentrations nor cytotoxicity in human cells. Finally, modifications in amino 

acid sequence were shown to influence antimicrobial activity; however, stabilization of the 

α-helix did not necessarily correlate with increased biological efficacy.  

Overall, these results suggest that the most promising peptides exhibit high potential for 

development as therapeutic agents, topical formulations, or antimicrobial coatings, 

representing safe and effective candidates against multidrug-resistant bacteria. 

Keywords: Cationic antimicrobial peptides, median–maximum inhibitory concentration, 

bacteria, specify and sensitivity, helical content. 
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Introducción 

 
Las bacterias son organismos unicelulares procariotas ampliamente distribuidos en el 

ambiente, algunas de las cuales incluyen cepas patógenas responsables de infecciones en 

humanos, animales y plantas. En las últimas décadas se ha evidenciado un incremento 

alarmante de la resistencia bacteriana a los antibióticos, impulsada por el uso inadecuado y 

excesivo de estos fármacos, el acceso limitado a agua potable y saneamiento, las deficiencias 

en medidas de prevención y control de infecciones, y la reducción en la inversión de la 

industria farmacéutica en el desarrollo de nuevas moléculas desde comienzos del siglo XXI, 

debido a los altos costos, el bajo retorno económico y las estrictas regulaciones. 

Actualmente, gran parte de los avances en este campo dependen de pequeñas empresas 

biotecnológicas, que enfrentan desafíos financieros y técnicos significativos (1).  

La resistencia bacteriana se ha visto favorecida por múltiples mecanismos, incluyendo la 

producción de enzimas que inactivan a los antibióticos, mutaciones en los sitios diana, 

alteraciones de la permeabilidad y la activación de bombas de expulsión (1,2). Como 

consecuencia, antibióticos de uso extendido, entre ellos los β-lactámicos y las cefalosporinas 

de tercera generación, han perdido eficacia, mientras que incluso terapias más avanzadas — 

de cuarta y quinta generación— presentan fallas clínicas, incrementando la carga de 

infecciones y la presión sobre los sistemas de salud (3). 

Las cifras son preocupantes: en 2019, las infecciones resistentes a los antibióticos causaron 

más de siete millones de muertes, siendo la sepsis y la neumonía las más difíciles de tratar 

(4). En 2021, en Europa, las bacterias seleccionadas para este estudio representaron más del 

88% de los casos de infecciones reportadas: Escherichia coli (39,4%), Klebsiella 

pneumoniae (11,9%), Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA, 22,1%), 

Pseudomonas aeruginosa (6,1%) y Enterococcus faecalis con resistencia creciente a 

vancomicina (5). La Organización Mundial de la Salud (OMS) estima que cada año mueren 

alrededor de 700.000 personas por infecciones resistentes y que esta cifra podría ascender a 

10 millones para 2050, con un impacto económico cercano a 100 billones de dólares, 

afectando especialmente a los países en desarrollo (6). En Colombia, esta situación se agrava 

por la fragmentación del sistema de salud, el desigual acceso a tratamientos y las 

limitaciones en la financiación de la investigación (7). Reportes recientes del Instituto 

Nacional de Salud confirman la circulación de cepas resistentes de E. coli, K. pneumoniae, 

S. aureus, P. aeruginosa y E. faecalis, todas incluidas en la lista prioritaria de la OMS. 
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Frente a esta crisis, los péptidos antimicrobianos (AMPs) se perfilan como alternativas 

prometedoras. A diferencia de los antibióticos tradicionales, presentan una gran diversidad 

de mecanismos de acción y menor propensión a generar resistencia. En particular, los 

péptidos catiónicos anfipáticos destacan por su capacidad de interactuar con las membranas 

bacterianas y alterar su integridad estructural. La literatura reciente respalda este potencial: 

Gomes et al. (2021) los consideran “una alternativa prometedora frente a las infecciones 

multirresistentes” (8); Xuan et al. (2023) señalan que “pueden combatir la resistencia 

mediante diferentes mecanismos de acción sobre la membrana bacteriana” (9); y Tiwari et 

al. (2023) los describen como “una herramienta valiosa para el desarrollo de nuevos 

antibióticos” (10). 

En este contexto, el Grupo de Investigación en Hormonas (Universidad Nacional de 

Colombia) en colaboración con el Núcleo de Biotecnología Curauma (PUCV, Chile), diseñó 

y sintetizó péptidos derivados de una secuencia con actividad de amplio espectro, 

modificados para favorecer la conformación en hélice α con el fin de mejorar su estabilidad 

y actividad antimicrobiana. El presente estudio evalúa la actividad de estos péptidos frente 

a bacterias Gram negativas y Gram positivas de relevancia clínica y epidemiológica, 

analizando sus características fisicoquímicas, posibles mecanismos de acción y 

especificidad hacia membranas bacterianas. Con ello, se busca aportar evidencia al 

desarrollo de nuevas moléculas seguras y eficaces que contribuyan a mitigar la crisis global 

de resistencia antimicrobiana. 
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Estado del arte 

 
Las infecciones bacterianas son la segunda mayor causa de muerte a nivel mundial.  Se 

estima que fueron responsables de aproximadamente uno de cada ocho fallecimientos en 

2019, con una tasa de mortalidad de 7.7 millones de personas. Esta cifra supera la mortalidad 

causada por el COVID 19, la cual alcanzó un histórico de 6.6 millones de muertes al cabo 

de 3 años de pandemia (4) Las muertes por edad atribuidas y asociadas con la resistencia 

antimicrobiana ha aumentado significativamente desde el año 1990 a cifras reportadas al 

año 2021 en la revista The Lancet, como se observa en la figura 1, en la que se aprecia un 

aumento significativo de muertes en personas entre 50 y 90 años y una disminución 

significativa en neonatos y bebés hasta 4 años de edad, cifras que podrían verse afectadas a 

futuro. 

 

Figura 1. Muertes por edad atribuidas y asociadas con la resistencia antimicrobiana, desde 1990 a 2021. Tomado de: 
Global burden of bacterial antimicrobial resistance 1990–2021: a systematic analysis with forecasts to 2050. Naghavi, 
Mohsen et al. The Lancet, Volume 404, Issue 10459, 1199 – 1226. 
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Las muertes ocasionadas por infecciones bacterianas representan el 13,6% de las muertes 

globales, de las cuales un 56,2% están relacionadas con la sepsis y el 43,8% son causadas 

por infecciones asociadas a 33 bacterias patógenas que han venido generando resistencia a 

los antibióticos actuales. Entre las principales bacterias se encuentran Staphylococcus 

aureus, Escherichia coli, Streptococcus pneumoniae, Klebsiella pneumoniae y 

Pseudomonas aeruginosa. Resaltando que S. aureus es la bacteria responsable del mayor 

número de muertes en todo el mundo, con 1,1 millones de fallecimientos, afectando 

principalmente a personas mayores de 15 años. Le sigue E. coli con 950.000 muertes, S. 

pneumoniae con 829.000, K. pneumoniae con 790.000 muertes, principalmente en neonatos 

y niños mayores de 5 años, y P. aeruginosa, causó 559.000 fallecimientos. 

Demográficamente, las tasas de mortalidad han sido más altas en países de bajos ingresos 

como África, Pakistán e Indonesia, y mucho más bajas en países de altos ingresos como 

Europa, Países Bajos y Estados Unidos como se observa en la figura 2. A nivel mundial, S. 

aureus fue la principal causa de muerte en 135 países, seguida de E. coli en 37 países, S. 

pneumoniae en 24 países y K. pneumoniae en 4 países (4). 

 
Figura 2. A) Estadísticas que relacionan el número global de muertes causada por patógenos bacterianos y síndrome 

infeccioso, B) Número global de enfermedades provocadas por patógeno. Se resalta que en la figura A y B, las bacterias 

de interés en esta investigación ocupan los primeros lugares. C) Mapa en donde se observa la tasa de mortalidad general 

estandarizada por 100.000 habitantes para 33 patógenos. Tomado y adaptado de: 

https://www.thelancet.com/journals/lancet/article/PIIS0140-6736(22)02185-7/fulltext 

En Latinoamérica, las infecciones bacterianas han provocado dos de cada cinco muertes 

debido al incremento de la resistencia antimicrobiana (2). En Colombia, las infecciones 

bacterianas causaron 4.700 muertes en el año 2019, siendo la cuarta causa de muerte, cifra 

superada por enfermedades cardiovasculares, cáncer y violencia o suicidio (11). Teniendo 

http://www.thelancet.com/journals/lancet/article/PIIS0140-6736(22)02185-7/fulltext
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en cuenta esto, es urgente fortalecer las estrategias de mitigación y exploración de nuevas 

alternativas terapéuticas contra estas infecciones. En esta vía el país inició esfuerzos de 

mitigación en el año 2018, basado en un plan estratégico nacional de respuesta a la 

resistencia de los antibióticos liderado por el Ministerio de Salud (Min Salud); 

posteriormente en el año 2022 el grupo de microbiología del Instituto Nacional de Salud 

(INS) propuso un protocolo de resistencia bacteriana a los antimicrobianos en el ámbito 

hospitalario y otro de vigilancia de brotes de infecciones asociadas a la atención de salud  

(12). Sin embargo, la aplicación ha sido lenta, generando una alerta por la rápida 

diseminación de microorganismos considerados una amenaza, ya que según la Organización 

Mundial de la Salud (OMS) podría acabar con siglos de avances médicos, y dificultar el 

tratamiento de enfermedades como neumonía, tuberculosis, infecciones de vías urinarias, 

entre otros. Esto en gran medida debido a los mecanismos de resistencia que se vuelven cada 

vez más novedosos y de las respuestas negativas a los antibióticos (1).  

 

La OMS ha clasificado bacterias resistentes a los antibióticos según su prioridad para el 

desarrollo de nuevos medicamentos. Para el año 2024 la lista fue actualizada, quedando así 

las bacterias de interés de este estudio: Pseudomona aeruginosa resistente a carbapenémicos 

y Staphylococcus aureus resistente a la meticilina, Klebsiella pneumoniae resistente a 

carbapenémicos y cefalosporinas de tercera generación, Escherichia coli resistente a 

cefalosporinas de tercera generación de alta prioridad y Enterococos faecalis resistente a 

carbapenémicos (1). Gracias a esta resistencia se ha generado un incremento en el número 

de muertes desde hace décadas; las proyecciones indican que esta situación se agravará 

significativamente, estimándose que la resistencia antimicrobiana podría causar hasta 10 

millones de muertes anuales para el año 2050.La Figura 3 ilustra el aumento significativo 

de las muertes relacionadas con la resistencia, desde 1990 hasta las proyecciones para 2050. 

Las afectaciones varían notablemente por grupo de edad: se proyecta un aumento del 50% 

en las muertes de personas mayores de 70 años, y una disminución del 30%en el grupo de 

niños entre 5 y 14 años. 



Estado del arte  

Página | 30 

 

 

 

 

 
 

Figura 3. Proyecciones de muertes por edad para el año 2050. Tomado de: https://doi.org/10.1038/d41586-024-03033-w 

/ Naghavi, M. et al. Lancet https://doi.org/10.1016/S0140-6736(24)01867-1 (2024). 
 

 

La resistencia y en algunos casos la multirresistencia de las bacterias a muchos antibióticos, 

ha restringido el acceso a opciones terapéuticas trayendo como consecuencia el aumento de 

enfermedades, complicaciones y muertes. Esta resistencia se encuentra entre las 10 

principales amenazas para la salud, representando una afectación en el desarrollo 

socioeconómico mundial (1). Además, que en las últimas décadas se ha reportado un bajo 

desarrollo de nuevos antibióticos, impactando los sistemas de salud y generando un costo 

considerable para las economías, tanto en investigación como en la atención de pacientes 

con mayores requerimientos hospitalarios y un mayor riesgo en procedimientos quirúrgicos 

debido al peligro de infección, como cesáreas, trasplantes de órganos y quimioterapias (1). 

 

En los últimos años se han desarrollado varias moléculas con potente capacidad 

antibacteriana, las cuales se encuentran en fase de investigación preclínica y unos pocos en 

aplicaciones clínicas. Por ejemplo, la molécula SCH-79797, capaz de eliminar bacterias 

Gram negativas y Gram positivas a través de un mecanismo de acción que ataca 

simultáneamente el metabolismo del folato y la integridad de la membrana, superando los 

tratamientos combinados en la eliminación de S. aureus resistente a meticilina. Sobre la base 

del núcleo de SCH-79797, desarrollaron un derivado, Irresistin-16 de mayor potencia que 

trata de manera eficaz la infección por N. gonorrhoeae en ratones (13). Además, el uso de 

la Inteligencia Artificial (IA) ha permitido acelerar el descubrimiento de nuevas moléculas 

pequeñas que presenten ciertas características específicas de antibióticos (14). Un reciente 

https://doi.org/10.1038/d41586-024-03033-w
https://doi.org/10.1038/d41586-024-03033-w/
https://doi.org/10.1016/S0140-6736(24)01867-1
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avance en el cual emplearon estas herramientas descubrió nuevos candidatos de antibióticos, 

que se espera tengan una alta capacidad de eliminar bacterias farmacorresistentes que matan 

a miles de personas cada año en todo el mundo. En este estudio, utilizaron una base de datos 

de 12.076.365 compuestos, donde se calcularon las actividades antibióticas y los perfiles de 

citotoxicidad en células humanas de 39.312 compuestos. De estos se encontraron 283 con 

actividad antibiótica contra Staphylococcus aureus (15). 

 

En este contexto, emergen los péptidos antimicrobianos (AMPs), componentes esenciales 

de la inmunidad innata en humanos, animales y plantas (16), A diferencia de la mayoría de 

los antibióticos convencionales, muestran una baja propensión al desarrollo de resistencia 

por parte de bacterias patógenas. Esto se debe a que los AMPs no se dirigen a receptores 

moleculares específicos en la superficie microbiana —como ocurre con los antibióticos que 

inhiben la síntesis de la pared celular, la síntesis proteica o modifican sitios diana—, sino 

que adoptan estructuras helicoidales anfipáticas que les permiten interactuar directamente 

con la membrana bacteriana y permeabilizarla con facilidad (17). 

 

Los AMPs pueden presentar diferentes conformaciones, incluyendo α-hélices, hojas β, 

regiones flexibles y estructuras mixtas (18). Aproximadamente el 50 % de los péptidos 

antimicrobianos identificados corresponden a estructuras en α-hélice, caracterizadas por la 

presencia de residuos estabilizantes como alanina, leucina, lisina y cisteína. Estas moléculas 

pueden adoptar una α-hélice completamente definida o exhibir torsiones internas que alteran 

parcialmente su configuración (19). 

 

Los péptidos antimicrobianos catiónicos y anfipáticos son moléculas generalmente cortas, 

compuestas por entre 15 y 45 aminoácidos, y poseen la ventaja de poder sintetizarse 

químicamente con relativa facilidad. Su carga positiva favorece la atracción hacia las 

superficies polianiónicas de las paredes bacterianas, mientras que sus dominios hidrofóbicos 

e hidrofílicos facilitan la interacción con la membrana celular, promoviendo la liberación 

del contenido intracelular y, en consecuencia, la lisis bacteriana (19,20).  

 

La literatura también reporta que, tras atravesar la membrana, algunos AMPs pueden actuar 

a nivel intracelular, uniéndose al ADN u otros componentes esenciales e interfiriendo con 

funciones vitales de la bacteria (21). Adicionalmente, los péptidos con estructura de α-hélice 

pueden inducir permeabilización mediante la formación de canales o poros y, en algunos 

casos, interactuar con proteínas de membrana alterando su función (22).  

 

El modelo de acción tipo “alfombra” propone que los AMPs se adhieren a la superficie de 

la membrana hasta alcanzar una concentración crítica que compromete su integridad y causa 

su colapso. Aunque persisten mecanismos por dilucidar, estas propiedades convierten a los 
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AMPs en herramientas prometedoras para el desarrollo de nuevas moléculas 

antimicrobianas con mayor potencia y accesibilidad económica (22).  

 

Estos péptidos desempeñan un papel fundamental como efectores de amplio espectro en la 

defensa frente a bacterias, virus, hongos y parásitos, y además se les ha atribuido actividad 

anticancerígena (20). Su baja toxicidad hacia células eucariotas los posiciona como 

candidatos atractivos para el desarrollo de nuevas terapias antimicrobianas (21).  

 

Hasta la fecha se han identificado más de 3.000 AMPs provenientes de diversos organismos, 

con múltiples mecanismos de acción. Entre ellos destacan los péptidos catiónicos y 

anfipáticos de estructura α-helicoidal, algunos derivados de proteínas lácteas. Dichos 

péptidos, obtenidos por hidrólisis de fracciones caseínicas de leche bovina, caprina y ovina 

a pH 6.2 y 37 °C, han mostrado actividad inhibitoria frente a Staphylococcus aureus, 

Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens y Pseudomonas fluorescens. En especial, los 

fragmentos con peso molecular menor a 3 kDa demostraron efectos inhibitorios relevantes, 

incluso en estudios que combinaron AMPs derivados de proteínas lácteas con extractos de 

Salpichroa origanifolia (23). 

 

Asimismo, se han desarrollado péptidos antimicrobianos sintéticos catiónicos y anfipáticos 

con estructura α-helicoidal compuestos por 26 aminoácidos, de los cuales seis son residuos 

cargados positivamente localizados en la cara polar, mientras que el resto corresponden a 

D-aminoácidos. Estos péptidos mostraron elevada especificidad hacia células procariotas en 

comparación con células eucariotas frente a siete cepas resistentes a antibióticos de última 

generación, como la colistina. Además, mantuvieron su actividad incluso en presencia de 

suero humano y fueron clasificados como no tóxicos mediante pruebas de hemólisis con 

eritrocitos humanos. Los resultados destacaron que tanto la ubicación como el tipo de 

residuos cargados positivamente en la cara hidrofílica del péptido son determinantes para 

optimizar su efectividad terapéutica (24). 

 

El Grupo de Investigación en Bioquímica y Microbiología de la Universidad Industrial de 

Santander usando un algoritmo genético de una librería de 100 péptidos, diseño 18 péptidos 

catiónicos antimicrobianos de los cuales se sintetizaron 4 péptidos de 17 aminoácidos; estos 

péptidos presentan una estructura secundaria de hélice alfa y punto isoeléctrico entre 10 y  

13. Los péptidos GIBIM-P5S9K y GIBIM-P5F8W mostraron la mejor actividad 

antimicrobiana, donde GIBIM-P5F8W tuvo mayor sensibilidad frente a E. coli con una 

concentración mínima inhibitoria de 99 de 0,5 μM y una concentración mínima bactericida 

de 10 μM; mientras que la Pseudomona aeruginosa presentó mayor resistencia, con un MIC 

mayor de 100 μM (25). 
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En este estudio se empleó la secuencia publicada del péptido GIBIM-P5F8W —denominado 

en adelante como péptido 43—, el cual presenta una estructura en hélice α con estabilidad 

limitada debido a la presencia de glicinas. Esta secuencia se tomó como punto de partida 

para el diseño de seis péptidos antimicrobianos análogos. Las modificaciones realizadas 

consistieron en sustituciones racionales de ciertos aminoácidos con el objetivo de mejorar 

la estabilidad helicoidal y, con ello, potenciar su actividad antibacteriana.  

Las cepas seleccionadas para el análisis incluyeron bacterias Gram-negativas, como 

Escherichia coli, asociada a infecciones gastrointestinales y urinarias; Pseudomonas 

aeruginosa, relacionada con infecciones pulmonares y de tejidos blandos en personas 

inmunocomprometidas; Klebsiella pneumoniae, agente frecuente de infecciones 

respiratorias y nosocomiales; y bacterias Gram-positivas, como Staphylococcus aureus, 

capaz de generar desde infecciones cutáneas hasta sepsis, y Enterococcus faecalis, vinculada 

a infecciones intraabdominales y del tracto urinario (1,2).  

 

Los péptidos análogos empleados en este estudio fueron diseñados por el Grupo de 

Investigación en Hormonas (GIH) de la Universidad Nacional de Colombia (UNAL) y 

sintetizados en colaboración con el Núcleo Biotecnología Curauma (NBC) de la Pontificia 

Universidad Católica de Valparaíso (PUCV), Chile, mediante síntesis en fase sólida con 

estrategia Fmoc (26). Se espera que una mayor estabilidad de la estructura helicoidal 

favorezca una interacción más eficiente con las membranas bacterianas, incrementando su 

eficacia como agentes antimicrobianos. En conjunto, este estudio tiene como propósito final 

contribuir al desarrollo de péptidos con actividad frente a infecciones microbianas, 

aportando alternativas que ayuden a mitigar la creciente resistencia bacteriana.  
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Aspectos Teóricos 

 
3.1 Resistencia Antimicrobiana (RAM) 

La RAM se refiere a la capacidad de diferentes microorganismos para resistir o evadir los 

efectos de los medicamentos diseñados para eliminarlos, capacidad que compromete la 

eficacia de los tratamientos y facilita la propagación de enfermedades infecciosas resistentes 

(1). La resistencia antimicrobiana se ha venido desarrollando durante 1959, sin embargo, en 

el año 1945 Alexander Fleming alertaba sobre el inicio de un uso excesivo de fármacos y 

que hoy en día se cataloga como uno de los desafíos más significativos para la salud pública 

global (27). 

Fenómeno que se ha acelerado principalmente por el uso inadecuado y excesivo de 

antibióticos e medicina humana y veterinaria, prescripción inapropiada en el control de 

infecciones, la presencia de antibióticos como suplementos para el crecimiento bovino y 

prevención de infecciones en la agricultura, el vertimiento de residuos industriales o 

hospitalarios al medio ambiente y la falta de desarrollo de nuevos antibióticos la cual ha 

venido disminuyendo hace 3 décadas por el abandono de muchos farmacéuticas para 

elaborar medicamentos, debido a la poca atribución económica, ya que son medicamentos 

que se utilizan durante periodos cortos y son curativos a diferencia de los medicamentos que 

se utilizan para enfermedades crónicas como la diabetes, el asma, entre otros que generan 

altas rentabilidades; todo lo anterior ha favorecido la evolución de bacterias resistentes de 

cepas de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii y 

Pseudomonas aeruginosa, la mayoría de estas objetivo principal del presente estudio que no 

solo presentan resistencia si no multirresistencia a carbapenémicos y colistina, antibióticos 

considerados de último recurso (27). Según la OMS, se estima que la RAM causará más de 

10 millones de muertes anuales para 2050 si no se implementan estrategias de contención 

efectivas (1). 

Esta situación no solo afecta los sistemas de salud en cuanto a un aumento en las tasas de 

mortalidad, estancias hospitalarias prolongadas y mayores cuidados intensivos, sino que 

también genera costos económicos significativos especialmente en países de bajos ingresos,  

los cuales enfrentan la mayor carga de infecciones resistentes con bajo rubro en inversión 

para la investigación y pérdidas económicas globales (2). 
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Además de la transferencia horizontal de genes entre bacterias que pueden generarse o 

adquirirse, las bacterias poseen múltiples mecanismos de resistencia que tienen para resistir 

los antimicrobianos, los principales se observan en la siguiente figura.  
 

Figura 4. Representación esquemática de principales mecanismos de resistencia antimicrobiana en bacterias Gram 

negativas y potencial acción de los péptidos antimicrobianos diseñados. Elaboración propia mediante el uso de BioRender 

y Chat GPT. 

1. Inactivación enzimática: Las bacterias son capaces de producir enzimas que 

degradan o modifican los antibióticos, como por ejemplo la producción de 

betalactamasas, capaces de degradar antibióticos de tipo betalactámicos o como los 

aminoglucósidos que acetilan, fosforilan a adenilan aminoglucósidos, reduciendo su 

afinidad por los ribosomas. 

2. Alteración del sitio blanco: Modificaciones en la estructura de las proteínas diana 

que impiden la unión efectiva de los antibióticos, como la mutación en las PBP 

(penicilinas de unión a proteínas): evita la unión de betalactámicos, la metilación del 

ARN 23S en el ribosoma 50s, y las mutaciones en girasa o topoisomerasa IV en 

quinolonas. 

3. Disminución de la permeabilidad: Las bacterias pueden evitar la entrada del 

antibiótico reduciendo la expresión de porinas o modificando su estructura, 

particularmente común en bacterias Gram negativas que poseen una membrana 

externa semipermeable, como en K. pneumoniae que provoca la pérdida de la porina 

OmpK35 reduciendo la entrada de carbapenémicos. 

4. Eflujo activo: Activación de bombas de eflujo que expulsan activamente el fármaco 

fuera de la célula reduciendo su concentración intracelular, estas bombas pueden ser 
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especificas o multidrogas, como en E. coli el sistema AcrAB-TolC confiere 

resistencia a tetraciclinas y quinolonas. 

5. Formación de biopelículas: La formación de biopelículas proporciona una barrera 

física y bioquímica que protegen a las bacterias del ataque de agentes terapéuticos al 

crear una matriz extracelular que limita la penetración del antibiótico, generando 

gradientes de oxígeno y pH que inactivan ciertos fármacos, favoreciendo un estado 

metabólicamente inactivo (28). 

 

La creciente prevalencia de estos mecanismos ha impulsado la búsqueda de alternativas 

terapéuticas no convencionales. En este contexto, y para evitar que muchos de los avances 

se vean amenazados nuevamente, como sucedió en la década de 1950, emergen los péptidos 

antimicrobianos surgen como moléculas promisorias por su capacidad para actuar sobre la 

membrana bacteriana de manera inespecífica, lo que reduce la probabilidad de resistencia 

(4). 

 

3.2 Péptidos Antimicrobianos (AMPs) 

Los péptidos antimicrobianos (AMPs) son moléculas naturales o sintéticas de bajo peso 

molecular que representan una prometedora alternativa terapéutica. Estos péptidos, 

corresponden a cadenas cortas de aminoácidos (10 a 50), unidos mediante enlace peptídico 

que hacen parte del sistema de respuesta autoinmune de numerosos organismos como 

bacterias, mamíferos y seres humanos, a los cuales le han atribuido además de actividad 

antimicrobiana se les ha atribuido actividad antitumoral, antifúngica, antivirales e incluso 

han participado en el desarrollo de vacunas y uso terapéutico (29). Se destacan estructuras 

en su mayoría de hélice alfa, seguido de lámina β, mixto, bucle β, extendido, y cíclico como 

se observa en la siguiente figura. 
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Figura 5. Estructuras representativas de las clases de péptidos antimicrobianos. Tomado y adaptado de: 

http://riaa.uaem.mx/xmlui/bitstream/handle/20.500.12055/2949/OUGOMD07.pdf?sequence 

Su principal característica es la capacidad de interactuar con las membranas microbianas 

mediante mecanismos físicos y electrostáticos, lo que les permite ejercer una acción rápida 

y efectiva contra bacterias, hongos, virus e incluso parásitos. La membrana bacteriana al 

poseer una carga negativa por la presencia de lipopolisacáridos (LPS), ácido fosfatídico en 

bacterias Gram negativas y ácido teicoico en Gram positivas, causando su desestabilización 

y lisis celular (30). 

Entre algunos de los péptidos antimicrobianos de origen natural listados en la tabla 1, se 

encuentran AMPs endógenos, entre los más estudiados son la catelicidina LL-37 y las 

defensinas del ser humano los cuales que poseen un amplio espectro de actividad 

antimicrobiana como funciones inmunomoduladores (10), y otros péptidos de diferentes 

orígenes como se observan en la tabla 1. Estas moléculas naturales han servido como modelo 

para el diseño racional de péptidos sintéticos con propiedades mejoradas en cuanto 

estabilidad, especificidad y perfil de toxicidad. 

Tabla 1. Listado de algunos péptidos antimicrobianos de origen natural. 

http://riaa.uaem.mx/xmlui/bitstream/handle/20.500.12055/2949/OUGOMD07.pdf?sequence
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Péptido Origen Estructura 
Actividad 

antimicrobiana 
Mecanismo de acción 

Defensinas 
Humanos (neutrófilos β-plegada, puentes Bacterias, hongos, virus 

Disrupción de membrana, 

α-, epitelios β-) 

LL-37 
Humanos (epitelios, 

neutrófilos) 

disulfuro 

Hélice alfa 

anfipática 

 

Gram +, Gram –, 

hongos, virus 

inmunomodulación 

Inserción en membrana, 

neutralización de LPS 

Histatinas Humanos (saliva) 
Ricas en histidina, 

lineales 

Hongos (ej. Candida 

albicans) 

Daño mitocondrial y 

membrana 

Lactoferricina 
Humanos (leche, 

secreciones) 

Fragmento 

catiónico de β 
Gram +, Gram –, virus 

Interacción con membrana, 

inmunorregulación 

Protegrinas Cerdos (neutrófilos) 
β-hojas, puentes 

disulfuro 

Potente acción en Gram 

– 

 

Formación de poros 

Cecropinas Insectos Hélice alfa lineal 
Gram + y Gram –, baja 

toxicidad 

Thanatinas Insectos β-hairpin 
Gram –, incluso 

multirresistentes 

Lisis por inserción en 

membrana 

Inhibición de biosíntesis de 

LPS 
 

 

 

Como también se reportan en la literatura varios péptidos antimicrobianos sintéticos, pero a 

pesar de su potencial pocos han sido aprobados para su uso clínico debido a limitaciones 

relacionadas con la toxicidad, inestabilidad proteolítica o producción a gran escala. Entre 

los péptidos antimicrobianos aprobados por la Food and Drug Administration (FDA) o en 

uso clínico se destacan los listados en la siguiente tabla: 

Tabla 2. Listado de algunos péptidos antimicrobianos con aplicación clínica o aprobados por FDA. 

 

Péptido Origen o tipo Estructura Espectro Uso clínico 

Gramicidina 
Bacteriano 

(Bacillus) 

 

Lineal, catiónico Gram + Tópico (infecciones cutáneas) 

 

Polimixina B y E 

(Colistina) 

Bacteriano 

(Bacillus 

polymyxa) 

Bacteriano 

 

Ciclopéptidos 

 

Gram – (P. aeruginosa, 

K. pneumoniae) 

 

IV o inhalado (infecciones 

MDR) 

Intravenoso (IV) (infecciones 

Daptomicina 
(Streptomyces) 

Lipopeptido cíclico  Gram + (MRSA, VRE) complicadas de piel, 

endocarditis) 

Bacitracina  
Bacteriano 

(Bacillus subtilis) 

Vancomicina 
Glicopéptido 

natural 

Sintético (derivado 

Mixto Gram + Uso tópico (heridas, piel) 

 

Glicopéptido Gram + 
IV (sepsis, neumonía, colitis por 

C. difficile) 
 

En ensayos clínicos para úlceras 
Pexiganan de magainina de 

anfibio) 

Hélice alfa Gram + y Gram – 
diabéticas 

Omiganan 
Sintético (análogo 

de indolicidina) 
Catiónico lineal Amplio espectro 

Prevención de infecciones 

asociadas a catéteres 
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Siendo algunos de estos péptidos utilizados en clínica con gran potencial antimicrobiano, y 

de último recurso en la actualidad como la vancomicina, se espera que los péptidos sintéticos 

diseñados basados en hélices alfa optimizadas para mejorar la actividad antimicrobiana 

tengan un gran potencial terapéutico sin desconocer que los péptidos presentan unas 

desventajas, pero también unas ventajas frente a los antibióticos convencionales, como se 

muestra en la tabla 3. 

Tabla 3. Ventajas y desventajas de los péptidos antimicrobianos 

 

Ventajas Desventajas 
 

Amplio espectro de acción: activos contra bacterias Gram  Estabilidad limitada in vivo: susceptibles a degradación por 

+, Gram –, hongos y virus proteasas 

Actividad frente a cepas multirresistentes (MDR) Posible toxicidad: hemólisis o citotoxicidad en 

concentraciones terapéuticas 

Baja propensión a inducir resistencia: mecanismos 

basados en membrana 

Activos contra biopelículas: estructuras resistentes a la 

mayoría de los antibióticos 

Efectos inmunomoduladores: estimulan defensas del 
huésped además de matar patógenos 

Costos de producción elevados: síntesis peptídica más 

costosa que antibióticos convencionales 

Poca biodisponibilidad: dificultad para administración oral 

o sistémica 

Limitada aprobación clínica: pocos AMPs han superado 
fases clínicas avanzadas 

Posibilidad de uso combinado: sinergismo con antibióticos Problemas regulatorios: falta de normativas específicas para 

tradicionales 

Diseño adaptable: permite modificaciones químicas para 

mejorar propiedades 

su evaluación clínica 

Formulación y entrega: necesidad de vehículos adecuados 

para administración eficiente 
 

 

 

Los AMPs enfrentan desafíos como la degradación enzimática in vivo, altos costos de 

producción y limitaciones en estudios clínicos avanzados; sin embargo, investigaciones 

actuales apuntan al alto potencial como coadyuvantes en terapias combinadas o como 

agentes terapéuticos independientes especialmente en infecciones resistentes (8). Además 

de destacar que son específicos en alterar membranas de células procariotas y no eucariotas, 

esto debido a su composición de fosfolípidos zwitteriónicos y colesterol sin embargo no se 

puede descartar a priori su toxicidad (31). 

 

3.3 Péptidos Antimicrobianos Catiónicos Anfipáticos 

Se caracterizan por poseer una secuencia de aminoácidos entre 12 y 50, una carga positiva 

entre +2 y +9 y un 40%-50% de aminoácidos hidrofóbicos. Los péptidos poseen una gran 

variedad según su estructura, pueden ser cíclicos, α-helicoidales, lámina β, mixtos, péptidos 

ricos en cisteína con enlaces disulfuro intramoleculares, etc (31). Siendo de mayor 

proporción los péptidos antimicrobianos catiónicos anfipáticos que representan una clase 

esencial dentro de los compuestos antimicrobianos naturales y diseñados. Estos péptidos 

combinan una carga neta positiva, provenientes de aminoácidos como lisina y arginina y 

una estructura anfipática que posee regiones hidrofóbicas e hidrofílicas, características 

estructurales que los hacen capaces de interactuar con las membranas fosfolipídicas, al 
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insertarse en la bicapa bacteriana, causando disrupción, logrando desestabilizar las 

membranas bacteriana y posteriormente causando una lisis celular, consiguiendo efectos 

antimicrobianos significativos (30). 

Entre algunos péptidos antimicrobianos catiónicos anfipáticos naturales se encuentran: 

a. Defensinas: Péptidos catiónicos humanos con estructuras altamente conservadas que 

forman poros en las membranas bacterianas. 

b. Magaininas: Descubiertos en la piel de anfibios, poseen una actividad 

antimicrobiana de amplio espectro. 

c. LL-37: Un péptido humano perteneciente a la familia de las catelicidinas, con 

propiedades antibacterianas y antivirales 

 

Es por ello por lo que se propuso un diseño racional teniendo como base un péptido 

reportado para generar nuevos péptidos antimicrobianos catiónicos y anfipáticos con el fin 

de optimizar características clave como el carácter anfipático, la carga positiva y las 

estructuras secundarias como la hélice alfa puesto que estudios recientes han destacado que 

las hélices alfa aumentan la interacción con las membranas bacterianas, mejorando la 

eficacia antimicrobiana (19), dependiente de la estructura bacteriana como se observa en la 

figura 6. Para ello el Semillero de investigación de Biofísica, Bioquímica y Biología 

Molecular (BBBM) emplearon herramientas bioinformáticas para predecir y mejorar las 

propiedades antimicrobianas y la estabilidad de estos péptidos, posteriormente los AMPs 

fueron sintetizados en fase sólida y caracterizados mediante técnicas como HPLC, 

espectrometría de masas y análisis estructural por dicroísmo circular, para luego evaluar su 

actividad inhibitoria frente a cepas bacterianas Gram negativas y Gram positivas, 

acompañado de pruebas de pH, estudios de interacción con modelos de membrana 

plasmática, toxicidad entre otros. 
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Figura 6. Diferencias estructurales en las membranas de bacterias Gram positivas y Gram negativas. 

 

 

3.3.1 Mecanismo de acción de Péptidos Antimicrobianos 

Aunque aún no es suficientemente claro el mecanismo de acción de los péptidos, 

generalmente se les atribuye su acción antimicrobiana por la carga positiva que le permite 

la interacción por atracciones electroestáticas con los fosfolípidos de carga negativa 

(fosfatidilglicerol y la cardiolipina) generando bien sea la disrupción de la membrana 

citoplasmática o la formación de poros lo que provoca la lisis celular.  

Esa interacción con las membranas negativas bacterianas permite diferenciarlas de las 

membranas eucariotas, las cuales en su mayoría contienen en su exterior una distribución 

asimétrica de fosfolípidos zwitteriónicos neutros compuestos de colina (como la 

esfingolimielina, la fosfatidilcolina) y de colesterol, añade mayor complejidad a la 

membrana y en su interior domina la presencia de aminofosfolípidos, como la 

fosfatidiliserina y la fosfatidiletanolamina. Entre los modelos propuestos de interacción de 

los AMPs con la membrana se encuentran los siguientes y se ven representados en la figura 

7 (31): 

1. Modelo Alfombra: Plantea una acción más generalizada, similar a un detergente. 

Aquí, los péptidos se alinean paralelos a la superficie de la membrana sin necesidad 
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de una estructura secundaria definida, estabilizados inicialmente por interacciones 

electrostáticas con componentes como el LPS en bacterias gramnegativas o ácidos 

teicoicos en grampositivas. Una vez alcanzada una concentración umbral, los 

péptidos cubren la superficie como una alfombra, reorientando sus dominios 

hidrofóbicos hacia los lípidos e hidrofílicos hacia el exterior, lo que genera una 

disrupción total de la bicapa y provoca su colapso estructural.  

2. Modelo Duela-Barril: Describe cómo péptidos catiónicos anfipáticos, típicamente α- 

helicoidales, se insertan perpendicularmente en la bicapa lipídica de la membrana 

tras una etapa inicial de agregación superficial. Estos péptidos forman poros 

transmembrana cuya pared está compuesta por las regiones hidrofílicas de los 

péptidos orientadas hacia el lumen del canal, mientras que las regiones hidrofóbicas 

se asocian con las cadenas acilo de los fosfolípidos. Este mecanismo requiere una 

oligomerización cooperativa de los péptidos, y basta con unos pocos poros para 

alterar la potencial transmembrana, llevando a la muerte celular.  

3. Modelo Poro Toroidal: Representa un mecanismo intermedio entre los dos 

anteriores. En este caso, los péptidos también forman poros, pero su organización 

implica una curvatura de la bicapa lipídica donde los grupos de cabeza de los 

fosfolípidos participan junto con los péptidos en el revestimiento del poro. Esto 

origina una estructura dinámica y continua en forma de toroide, que permite un paso 

transmembrana sostenido, caracterizado además por el fenómeno de flip-flop 

lipídico. 

 

 

 
Figura . Representación esquemática de los modelos extracelulares más significativos de 

acción de los AMPs, de izquierda a derecha:Modelo tipo alfombra, modelo de duela de barril, modelo de poro toroidal. 

Tomado y modificado de: BiotecScience. Tomado de Tornesello, Anna Lucia, et al. «Antimicrobial Peptides as Anticancer 

Agents: Functional Properties and Biological Activities». Molecules, vol. 25, n.o 12, junio de 2020, p. 2850. DOI.org 

(Crossref), https://doi.org/10.3390/molecules25122850. 
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3.4 Bacterias potencialmente patógenas 

Las bacterias seleccionadas en este proyecto se observan en la tabla 4, estas representan 

patógenos de alta prioridad clínica, tanto por su capacidad de generar infecciones 

nosocomiales como por su creciente resistencia a los antibióticos convencionales. Su 

inclusión en ensayos de evaluación de péptidos antimicrobianos (AMPs) responde a la 

necesidad de nuevas estrategias terapéuticas frente a cepas resistentes y multirresistentes.  

Tabla 4. Información relevante de las bacterias seleccionadas para ensayos con péptidos antimicrobianos 
 

 

Escherichia coli 

O157:H7 

Pseudomona aeruginosa Klebsiella pneumoniae Staphylococcus 

aureus 
Enterococcus 

faecalis 

 

 
 

Bacilo Gram 

negativo 

Bacilo Gram negativo Bacilo Gram negativo Coco Gram 

positivo 

Coco Gram 

positivo 

Parte del microbiota 
intestinal. 

Aerobio estricto, 
altamente adaptable. 

Encapsulado. Patógeno 
versátil. 

Anaerobio 
facultativo. 

 

 

- Infección del 

tracto urinario 
-  Sepsis  neonatal 

- Meningitis (en 

neonatos) 
- Infecciones 
intraabdominales y 

postquirúrgicas 

- Diarreas por cepas 

enterotoxigénicas 
 

 

Cepas productoras 

de betalactamasas 

de espectro 

extendido (BLEE) y 
carbapenémicas. 

- Neumonía asociada a 

ventilación 

- Infecciones en 
quemaduras  y  heridas 

- Infecciones pulmonares 

en fibrosis quística 

- Infecciones urinarias 

asociadas a sonda 
- Bacteriemia y sepsis 

 

 

 

Alta capacidad intrínseca 
de resistencia y 

adquisición de genes por 

plásmidos. 

- Neumonía nosocomial 
- Infecciones urinarias 
- Septicemia 

- Abscesos  hepáticos 

- Infecciones de 

catéteres y dispositivos 
 

 

 

 
 

 

 

Alta prevalencia de 

cepas productoras BLEE 
y carbapenémicas, lo 

que limita drásticamente 

las opciones 
terapéuticas. 

- Infecciones de 

piel y tejidos 
blandos 

- Infecciones 

osteoarticulares 

(osteomielitis, 

artritis séptica) 

- Endocarditis 
infecciosa 
- Neumonía 

- Sepsis 

- Síndrome del 
shock tóxico 

Las cepas MRSA 

presentan 

resistencia a 

múltiples 

betalactámicos. 

- Endocarditis 

infecciosa 

- Infección 
urinaria asociada 

a  sonda 
- Infecciones 

intraabdominales 
y  pélvicas 

- Bacteriemia 

- Infecciones 
postquirúrgicas 

 

 
VRE representa 
una amenaza 

creciente. 

 

Mecanismos de 

bombeo activo y 
pérdida  de 

porinas, 

reduciendo  la 

penetración de 

antibióticos 

Formación de 

biopelículas, sistemas de 

eflujo y pérdida de porina 

frente a carbapenémicos. 

Sistemas de bomba de 

eflujo y alteraciones en 

las porinas contribuyen a 

su resistencia. 

Resistencia 

adicional  a 
glucopéptidos, 

reportado en 

aislamientos 

clínicos. 

Sistemas de 

transporte  y 

resistencia 
intrínseca   a 

múltiples clases 

antimicrobianas 
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Estas especies bacterianas son relevantes tanto por su frecuencia en infecciones como por 

los mecanismos moleculares de resistencia que presentan. Su evaluación en ensayos con 

péptidos antimicrobianos permite validar no solo la potencia del compuesto, sino también 

su capacidad para superar barreras fisiológicas y estructurales propias de cepas 

multirresistentes. 

Entre las bacterias y su relación con el mecanismo de acción de los péptidos antimicrobianos 

(AMPs), destaca la interacción directa con la composición y estructura de sus membranas 

celulares. En las bacterias Gram positivas, la pared celular está formada por una gruesa capa 

de peptidoglicano que, aunque proporciona rigidez estructural, no representa una barrera 

significativa para los AMPs debido a su naturaleza porosa. La superficie es aniónica, pero 

menos accesible debido a la presencia de ácidos teicoicos en el peptidoglicano y ácidos 

lipoteicoicos en la membrana citoplasmática. Esto permite que los péptidos alcancen la 

membrana citoplasmática con relativa facilidad, donde ejercen su acción desestabilizadora 

(32). 

En contraste, las bacterias Gram negativas poseen una membrana externa adicional rica en 

lipopolisacáridos (LPS), una endotoxina altamente negativa. El LPS contiene lípido A 

(región hidrofóbica responsable de la toxicidad), así como grupos fosfato y carboxilo que 

generan una superficie marcadamente aniónica. Debido a ello, la carga catiónica de los 

AMPs presenta una alta afinidad por estos componentes del LPS mediante interacciones 

electrostáticas, lo cual en teoría facilita su inserción y posterior acción antimicrobiana. 

Además, su carácter anfipático les permite interactuar tanto con regiones hidrofóbicas como 

con zonas polares, favoreciendo el atravesamiento de la doble membrana.  

Por tanto, desde una perspectiva estructural y electrostática, se espera que los péptidos 

catiónicos anfipáticos antimicrobianos interactúen de manera especialmente eficaz con la 

membrana de las bacterias Gram negativas (31). 
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Pregunta de investigación 

 
¿Cambios en la estabilidad de la hélice alfa de un péptido catiónico antipático 

antimicrobiano está relacionado con modulación de la sensibilidad y especificidad para 

atacar ciertas bacterias patogénicas? 

 

 

 

 
 

 

 

Hipótesis 

 

 
La modificación de residuos de aminoácidos de la secuencia del péptido objeto de  este 

estudio, para estabilizar la hélice alfa de este péptido anfipático catiónico antimicrobiano 

permite modular la sensibilidad y especificidad de la actividad antibacteriana de este 

péptido. 
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Objetivos 

 
6.1 General 

Evaluar la sensibilidad y especificidad de péptidos antimicrobianos anfipáticos en bacterias 

patogénicas y su relación con la estructura helical de estos péptidos.  

 

6.2 Específicos 

 
1. Determinar la actividad antibacteriana en Escherichia coli O157:H7 ATCC 700728, 

Pseudomona aeruginosa ATCC 9027, Klebsiella pneumoniae ATCC 13882, 

Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Enterococcus faecalis ATCC 3715 de los 

péptidos de este estudio. 

 

2. Analizar la actividad antibacteriana en función de la carga neta, la hidrofobicidad y 

la estructura tridimensional de los péptidos de este estudio en la actividad 

antibacteriana y en la especificidad de la actividad biológica. 

 

3. Calcular el índice terapéutico de los péptidos objetos de este estudio basados en los 

datos del primer objetivo específico y de la actividad hemolítica y la citotoxicidad 

sobre células humanas normale 
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Materiales y métodos 

 
Se desarrolló un estudio experimental, con un enfoque en la validación in vitro para verificar 

las propiedades antimicrobianas y citotoxicidad de péptidos catiónicos anfipáticos que 

presentan una hélice alfa en su estructura. 

La estrategia de investigación se basó en una evaluación comparativa del péptido catiónico 

anfipático de alfa hélice frente a diversas cepas bacterianas altamente patogénicas y 

resistentes a antibióticos. El método de síntesis de péptidos se realizó en colaboración con 

el grupo NBC de la PUCV en fase sólida FMOC, seguido de un análisis estructural mediante 

la caracterización de la estructura secundaria por dicroísmo circular, pruebas de 

susceptibilidad antimicrobiana, difusión en agar, ensayos de crecimiento bacteriano, PCR, 

pruebas de propiedades fisicoquímicas de los péptidos por DLS, IR-ATR; pruebas de 

viabilidad celular, como ensayos de citotoxicidad celular y hemolisis.  

 

DISEÑO, SÍNTESIS Y CARACTERIZACIÓN DE 

PÉPTIDOS 

 
7.1 Síntesis y caracterización de péptidos catiónicos anfipáticos 

antimicrobianos 

Se diseñaron seis péptidos análogos sujetos a protección de propiedad intelectual, derivados 

de modificaciones en la secuencia de aminoácidos ATKKCGLWSILKGVGKI-NH₂ del 

péptido GIBIM-P5F8W (péptido 43), previamente identificado mediante un algoritmo 

genético y caracterizado por su alta actividad antibacteriana frente a cepas Gram negativas. 

El péptido original presenta una estructura secundaria de hélice α y un punto isoeléctrico de 

10,04. En ensayos de susceptibilidad antimicrobiana, GIBIM-P5F8W mostró una CMI₉₉ de 

5,0 μM frente a Staphylococcus aureus, de 50 μM frente a Escherichia coli O157:H7, y de 

10 μM frente a Pseudomonas aeruginosa (25). 
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Reactor Químico 

(Tea bag) 
 

 

Desprotección Fmoc 

Lavado 

Acoplamiento 

Lavado 

Péptidos sin Cys, 

 Met o Trp  

TFA 

 

 

Péptidos con 
Cys, Met o Trp 

Clivaje 

 

 

  

 

  

 

 

 

En este contexto, se planteó el diseño lógico y racional, con el objetivo de mejorar la 

helicicidad y con ello optimizar su espectro de acción. Dichos péptidos fueron diseñados por 

el Semillero BBBM de la Universidad Nacional de Colombia (UNAL) y sintetizados en 

colaboración con el Núcleo de Biotecnología Curauma (NBC) de la Pontificia Universidad 

Católica de Valparaíso, Chile (PUCV), empleando el método de síntesis en fase sólida Fmoc 

(SPPS) bajo un esquema de economía circular como se observa en la figura 8. Este protocolo 

permitió la optimización en el consumo de reactivos, reduciendo entre un 25–30 % el uso 

de N,N-dimetilformamida (DMF) y hasta un 50 % los reactivos de desprotección, además 

de minimizar la generación de desechos (26). 
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Figura 7. Esquema del procedimiento de síntesis en fase sólida (SPPS) mediante la estrategia Fmoc utilizando el método 

de reactor químico (tea-bag). El proceso incluye las etapas de desprotección (Fmoc con 20% v/v 4-metilpiperidina en 

DMF), acoplamiento de aminoácidos activados con HBTU/HOBt/DIEA en DMF, lavados intermedios, y finalmente la etapa 

de clivaje con TFA. La composición del cóctel de clivaje varía según la presencia de residuos sensibles como Cys, Met o 

Trp. Tomado y modificado de Guzmán, F.; Gauna, A.; Roman, T.; Luna, O.; Álvarez, C.; Pareja-Barrueto, C.; Mercado, L.; 

Albericio, F.; Cárdenas, C. Tea Bags for Fmoc Solid-Phase Peptide Synthesis: An Example of Circular 

Economy. Molecules 2021, 26, 5035. https://doi.org/10.3390/molecules26165035 

El procedimiento experimental de síntesis realizado por el NBC se desarrolló de la siguiente 

manera: 

 

1. Preparación y etiquetado de las mallas de polipropileno, que contienen una resina con 

un extremo terminal –NH₂. Las mallas se dejaron secar al aire antes de ser transferidas 

a tubos Falcon, asegurando un marcaje adecuado para garantizar su trazabilidad.  

2. Incorporación secuencial de los aminoácidos protegidos con el grupo Fmoc, el cual evita 

reacciones no deseadas durante el proceso de acoplamiento. 

3. Acoplamiento de los aminoácidos al grupo –NH₂ libre presente en la resina, de manera 

controlada y en el orden establecido por la secuencia peptídica. 

4. Desprotección del grupo Fmoc, acompañada de lavados sucesivos con DMF y sin la 

adición de bromofenol blue. Posteriormente, la resina se dejó secar por completo. A 

continuación, se realizó una prueba colorimétrica con el fin de verificar la eficiencia de 

los acoplamientos realizados. 

5. Escisión del péptido, llevada a cabo mediante el uso de TFA y scavengers (agentes 

atrapadores), lo que permitió liberar la cadena peptídica de la resina y eliminar 

simultáneamente los grupos protectores de las cadenas laterales (26).  

 

Luego de obtener los péptidos, se realizó la caracterización de los péptidos mediante HPLC 

en fase reversa, empleando una columna C18 y mediante espectrometría de masas (MS) se 

confirmó la identidad molecular de los péptidos. Ya teniendo los péptidos sintetizados, se 

realizó un análisis bioinformático utilizando la herramienta ProtParam disponible en el 

portal ExPASy, con el fin de determinar propiedades fisicoquímicas teóricas asociadas al 

potencial de la actividad antimicrobiana de cada uno de los péptidos.  

 

7.2 Determinación del contenido de hélice alfa mediante 

Dicroísmo Circular 

Se determinó el espectro de dicroísmo circular (CD) en presencia de una solución acuosa de 

2,2,2-trifluoroetanol (TFE/H₂O) al 30 % (v/v), con el objetivo de evaluar la propensión de 

los péptidos a adoptar conformaciones ordenadas. En estas condiciones, los espectros 

mostraron una señal característica de estructura de hélice α, definida por la presencia de dos 

bandas negativas en torno a 208 y 222 nm, acompañadas de una banda positiva cercana a 

190 nm, lo cual confirma la estabilización de motivos helicoidales (25).  



Materiales y métodos 50 

Página | 50 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Espectros característicos de la estructura secundaria de péptidos. Tomado de Norma J. Greenfield. (2006). Nat 

Protoc, 1(6), 2876-2890. https://www.acuapeptide.cl/dicroismo.html 

El uso de TFE resulta fundamental, ya que este solvente favorece la formación de estructuras 

secundarias al potenciar las interacciones intramoleculares y reducir la agregación peptídica, 

proporcionando un entorno que simula parcialmente la bicapa lipídica.  

 

 

 

TÉCNICAS CONVENCIONALES EN BIOLOGÍA 

MOLECULAR 

Se utilizaron algunas técnicas convencionales de biología molecular durante el desarrollo 

de la investigación, con el fin de comprobar las cepas bacterianas. 

 

7.2.1 Cepas bacterianas potencialmente patógenas y condiciones de 

cultivo 

Las cepas bacterianas potencialmente patogénicas utilizadas en este estudio presentadas en 

la Tabla 5, se conservaron en stocks de glicerol al 15 %v/v a - 65ºC. Las cepas bacterianas 

utilizadas para propagar los útiles génicos requeridos se cultivaron en medio Luria-Bertani 

(LB) o agar-LB con agitación a 120 rpm, a 37°C durante 12-24 h y posteriormente medidas 

https://www.acuapeptide.cl/dicroismo.html
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mediante espectrofotometría a 630nm, ajustadas a la escala de Mc Farland y diluidas 1/200 

(33). 

Tabla 5. Cepas bacterianas potencialmente patógenas empleadas para evaluar actividad antimicrobiana de péptidos 

catiónicos anfipáticos y tiempos de generación en condiciones óptimas de cultivo (37°C, medio rico). 

 

CEPA FUENTE Tiempo de generación (min) 

Escherichia coli O157:H7 ATCC 700728 20 

Pseudomona aeruginosa ATCC 9027 30 

Klebsiella pneumoniae ATCC 13882 25 

Staphylococcus aureus ATCC 6538 30 

Enterococcus faecalis ATCC 3715 45 

 

7.2.2 Comportamiento de crecimiento de las cepas bacterianas 

Para definir el modelo de crecimiento de las bacterias, teniendo en cuenta que tienen tiempos 

de generación similares se tomó como referencia la E. coli que se duplica con mayor rapidez, 

con el fin de determinar cómo aumenta el número de bacterias en una población a lo largo 

del tiempo. 

Para ello se realizó un cultivo bacteriano, y se midió su densidad óptica (OD) a 490, a 

determinadas horas (0,4,5,6,7,8,24). Posteriormente los resultados se representaron en una 

curva de crecimiento bacteriano en las que observaron tres de las cuatro fases clásicas: fase 

de latencia, fase exponencial y la fase estacionaria, a la cual se hizo un ajuste lógico del OD 

cada 0,5 h en base al modelo logístico de forma modificada Gompertz para describir el 

crecimiento microbiano, se aplica la siguiente ecuación: 

𝑟𝑚𝑎𝑥 ∗ 𝑒 
𝑂𝐷 (𝑡) = 𝐴 + (𝐾 − 𝐴) ∗ exp (− exp ( 

 
Donde: A= 0.083 (OD inicial) 

K= 0.591 (Capacidad de carga) 

r= 1.34 (tasa de crecimiento máxima) 

t= X (tiempo de crecimiento) 

𝐾 − 𝐴 
∗ (𝜆 − 𝑡) + 1)) 

 
En este estudio se utilizó la densidad óptica a 490 nm en lugar de 600 nm porque, aunque la 

literatura reporta que a 490 nm es posible medir adecuadamente células viables, también se 

realizó una comparación experimental empleando los filtros de 490, 600 y 630 nm. Se 

observó que las mediciones a 490 y 600 nm no presentaban diferencias significativas entre 

sí, lo que indica que la cuantificación bacteriana se mantiene consistente en ambas 

longitudes de onda. Sin embargo, a 630 nm sí se evidenciaron variaciones debido a 

interferencias generadas por el medio de cultivo, las cuales afectaban la lectura. Por tanto, 

la elección de 490 nm permitió disminuir interferencias, mejorar la estabilidad de la señal y 

mantener la confiabilidad del análisis en comparación con 600 nm. 
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7.3 Extracción de ADN genómico de cepas bacterianas 

En cuanto a la extracción y purificación de ADN genómico de las cepas bacterianas se basó 

y adapto del método de extracción rápida alcalina de H.C.Birnboim y J.Doly(34). Se 

tomaron 5 mL de cultivo bacteriano y fueron centrifugados a 6000 rpm durante 10 min a 

temperatura ambiente, con el fin de recuperar las células. El sobrenadante fue descartado, y 

el pellet celular obtenido se resuspendió en 750 μL de buffer SET (Sacarosa 20 %, 2M Tris- 

HCl pH 8.0, 0.5 M EDTA pH 8.0), transfiriéndose luego a un tubo Eppendorf de 1.5 mL. A 

esta suspensión celular se le añadieron 30 μL de SDS al 20 %, mezclando en vórtex durante 

20 s para facilitar la lisis. Posteriormente, la mezcla fue incubada a 80 °C durante 5 min para 

favorecer la ruptura celular y luego se dejó enfriar a temperatura ambiente.  

Con el fin de favorecer la eliminación de proteínas y otras impurezas, se adicionaron 200 

μL de NaCl 5 M y se mezcló nuevamente con vórtex por 20 s. En este paso, se observó la 

formación de un precipitado, se incubo en hielo durante 5 min antes de ser  centrifugada a 

13000 rpm por 5 min. El sobrenadante, que contenía el ADN, fue transferido 

cuidadosamente a un nuevo tubo. Luego se realizó un tratamiento con 50 μL de buffer TE y 

2 μL de RNasa (10 mg/mL), incubando a 37 °C durante 30 min para eliminar contaminantes 

de ARN. 

La purificación del ADN continuó con la adición de 500 μL de una mezcla cloroformo: 

alcohol isoamílico (24:1), la cual se agitó con vórtex antes de centrifugar a 12000 rpm por 

5 min. La fase acuosa superior, que contenía el ADN purificado, fue cuidadosamente 

transferida a un nuevo microtubo. Para precipitar el ADN, se agregaron 600 μL de 

isopropanol frío, se mezcló durante 30 s y se incubó en hielo durante 5 min. La muestra fue 

centrifugada a 13000 rpm durante 20 min, y el sobrenadante fue eliminado. El pellet de 

ADN se lavó dos veces con etanol al 70 %, agregando 1 mL en cada ocasión, mezclando 

suavemente por inversión y centrifugando a 12000 rpm por 5 min. 

Finalmente, los tubos fueron colocados invertidos sobre una toalla de papel limpia para 

permitir la evaporación del etanol residual. El ADN fue secado en una incubadora a 37 °C 

durante aproximadamente 10 minutos, o hasta que se observara la completa desaparición del 

solvente. El pellet seco se resuspendió en 200 μL de agua desionizada, y las muestras fueron 

cuantificadas en el espectrofotómetro a A260/280 y almacenadas a –20 °C hasta su uso 

posterior. 
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7.4 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

Se utilizó la técnica de PCR (Reacción en Cadena de la Polimerasa) para confirmar la 

identidad de las cepas bacterianas seleccionadas, mediante el diseño de primers específicos 

dirigidos a secuencias génicas codificantes de toxinas presentes en cepas potencialmente 

patógenas como se observa en la tabla 6. Resaltanto que se corroboraron cuatro de las cinco 

cepas bacterianas, E.coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae y S. aureus. 

Tabla 6. Secuencias de primers diseñados para corroborar las bacterias elegidas. 
 

Bacteria T° T° PRIMER SECUENCIA Longitud GC% 

Escherichia coli 63 61 Forward TTATATCTGCGCCGGGTCTG 20 4 

 

 

 

 
 

 

 

 

 
aureus 

 

 

 

Ya contando con los primers, se prepararon las muestras utilizando 2.5 µL de buffer, 0.5 µL 

de dNTPs, 1.0 µL de cada primer (forward y reverse), 0.2 µL de la enzima OneTaq, 1.0 µL 

de ADN y 19.8 µL de agua. Una vez preparadas, las mezclas fueron centrifugadas y 

colocadas en el termociclador bajo condiciones específicas para cada par de primers, como 

se describe en la siguiente tabla. 

Tabla 7. Condiciones de PCR para genes asociados a factores de virulencia en bacterias patógenas 

 

 
 

Bacteria Toxina 
Amplímero Det. 35 ciclos 

Enlong. 

 

 

 

 

 

aeruginosa type III secretion) 

 Reverse AACAGACACCGATGTGGTCC 20 6 

Pseudomona 
63 aeruginosa 62 Forward TTCGGCTTGCCACTCTTCAT 20 2 

  Reverse GAACAACCGGTGCAACTCAC 20 2 

Klebsiella 
64 pneumoniae 60 Forward CACTTCTCGTATTTGCGGCG 20 3 

  Reverse TAGGTCAGGCAGCTGTTGTG 20 2 

Staphylococcus 
64 64 Forward 

Reverse 

GTGGCGTTCCATCATAAAGCC 

CCAACGAAATGTGAGAGCGG 

21 

20 

4 

2 

 

(pb) inicial Det. Anilla. Enlong.  

Escherichia stx2A 
241 

95°C 95°C 60°C 68°C 68°C 

coli O157:H7 (Shiga toxin 2 subunit A) 2 min 15 seg 30 seg 1 min 5min 

pscP 
95°C 95°C 62°C 68°C 68°C 

Pseudomona (translocation protein in 123 
2 min 15 seg 30 seg 1 min 5min 

magA 

Klebsiella (mucoviscosity-associated 
93 

95°C 
 

95°C 
 

63°C 
 

68°C 
 

68°C 

pneumoniae protein) / O-antigen ligase 2 min 

family protein 

15 seg 30 seg 1 min 5min 

Staphylococcus SAOUHSC_01561 
77 

95°C 95°C 58°C 68°C 68°C 

aureus (PVL orf 50-like protein) 2 min 15 seg 30 seg 1 min 5min 
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7.5 Electroforesis en gel 

Para la verificación de los productos de PCR, se realizó una electroforesis en gel de 

poliacrilamida al 15%, el cual contiene una mezcla de agua, acrilamida/bisacrilamida al 

30%, buffer TAE 1X, TEMED (tetrametiletilendiamina) y persulfato de amonio al 10%.  

Se cargaron 4 µL de cada muestra amplificada junto con 1 µL de buffer de carga 5X con 

bromofenol en cada uno de los pozos, posteriormente se acomodó el gel y se cargó la cámara 

con TAE y se aplicó un voltaje constante de 100 voltios durante 1 hora, una vez finalizado 

el gel se sumergio en una solución de agua y Hydra green a una concentración 1/10.000 

durante 30 min y finalmente el gel fue leído en un fotodocumentador. La corrida 

electroforética permitió visualizar la presencia de las bandas específicas, lo cual fue 

interpretado como confirmación de la identidad de la cepa bacteriana. 
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CAPÍTULO I. EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD 

ANTIBACTERIANA DE LOS PÉPTIDOS FRENTE A 

BACTERIAS GRAM POSITIVAS Y GRAM NEGATIVAS 

 
7.6 Perfil de Sensibilidad de bacterias a péptidos mediante la 

Técnica de Difusión en Disco (Antibiograma) 

Con el fin de evaluar la sensibilidad o resistencia de diferentes cepas bacterianas Gram 

positivas y Gram negativas frente a los péptidos antimicrobianos, se realizaron cultivos en 

medio solido de Agar-LB donde las cepas bacterianas se sembraron en caldo y 

posteriormente fueron ajustados a la escala de McFarland y posteriormente diluidos 1:200 

(33). Para cada ensayo, se mezclaron e incubaron durante 30 min a 37 °C en cajas de cultivo 

de pozo redondo 4 µL de la suspensión bacteriana con 4 µL del péptido a una concentración 

final de 15 µM determinada a partir de lo reportado sobre el péptido original (43). 

Posteriormente, se tomaron 6 µL de muestra y se sembraron en placas de Petri previamente 

divididas en cuatro cuadrantes para los 6 péptidos y el original, utilizando dos placas por 

cada cepa bacteriana. Las placas se incubaron a 37 °C durante 24 horas, se realizó el registro 

fotográfico y el conteo de colonias mediante el software Image J, empleando la herramienta 

de selección por cuadrantes, lo cual permitió cuantificar el crecimiento bacteriano y 

clasificar las cepas como sensibles o resistentes frente a los péptidos evaluados (36).  

 

7.7 Determinación de la Concentración Inhibitoria Media (IC50) 
de péptidos antimicrobianos mediante Microdilución en 
Caldo. 

Para evaluar la actividad antimicrobiana de los péptidos y determinar su concentración 

inhibitoria media-máxima, IC50. Para ello, se realizó un ensayo de microdilución en caldo 

siguiendo los lineamientos del The Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI) con 

algunas modificaciones. Se preparó una suspensión bacteriana ajustada a una turbidez 

equivalente al estándar de McFarland 0.5 (aproximadamente 1×10⁸ UFC/mL), la cual se 

diluyó 1:200 en caldo LB para obtener una concentración final de aproximadamente 1×10⁶ 

UFC/mL en cada pozo empleando una caja de 96 pozos (33). 

 

A cada pozo de la placa se adicionaron 100 µL de la suspensión bacteriana, junto con 10 µL 

de péptido antimicrobiano a 6 diferentes concentraciones previamente diluidas en serie 

(1:2), partiendo de una concentración inicial de 20 µM hasta alcanzar una concentración 

mínima de 0.625 µM. Se incluyó un triplicado de controles negativos (LB+Bacteria) y un 

control de LB para verificar que no se halla presentado una contaminación cruzada que 

descartara el experimento. Las placas se incubaron a 37 °C durante 24 horas. Al término de 
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la incubación, se evaluó el crecimiento bacteriano midiendo la absorbancia a 490 nm 

mediante un lector de microplacas, ya que esta longitud permite eliminar interferencias y 

seguir obteniendo el conteo de la densidad bacteriana. Adicionalmente a las 24 h, se 

agregaron 10 µL de resazurina al 0.01% (p/v) en cada pozo y se incubaron por 1 hora 

adicional para observar el viraje de color. La resazurina indica la viabilidad bacteriana: un 

cambio de azul a rosado sugiere actividad metabólica de las células, donde se da una 

reducción por enzimas respiratorias y cofactores (NADH, FADH₂), transformándose en 

resorufina, mientras que la permanencia del color azul en su forma oxidada indica que las 

células se encuentran muertas por lo tanto no hay metabolismo que reduzca la molécula (37), 

posteriormente se desarrolló un modelo de ecuación de crecimiento logístico que permitiera 

evaluar el crecimiento bacteriano y con ello poder determinar el IC₅₀ a partir de las curvas 

de inhibición obtenidas tras 24 horas de incubación empleando el complemento Solver para 

ajustar las horas 9-23h y posteriormente aplicación del modelo matemático. 

 

7.8 Evaluación de la naturaleza de la actividad antimicrobiana 

de los péptidos: Efecto Bacteriostático o Bactericida. 

Para evaluar el efecto del péptido, se realizó un micro ensayo utilizando los péptidos más 

promisorios, el 37 y el 38. Donde se colocó a incubar 100 µL de bacterias (OD: 0.100) con 

10 µL de péptido a 20 µM, y dejando incubar por 24 horas en incubadora a 37°C. Al finalizar 

la incubación, se tomaron 100 µL directamente de uno de los pozos por triplicado que 

contenía la muestra con tratamiento de péptido y se sembraron en placas de Petri con Agar- 

LB y se volvieron a dejar incubar por 24h a 37°C. Finalmente se sacaron las cajas de Petri 

y se realizó el registro fotográfico. El objetivo de este procedimiento fue determinar si los 

péptidos ejercen un posible efecto en las bacterias Gram, si presenta un comportamiento 

bacteriostático (inhibición del crecimiento) o bactericida (eliminación de las bacterias). 

 

7.9 Visualización y localización de un péptido rodaminado en la 

superficie bacteriana por Microscopía de Fluorescencia. 

Con el fin de evaluar la interacción del péptido con las bacterias, se empleó un microscopio 

invertido EVOS M5000 Imaging System de Thermo Fisher Scientific. Inicialmente, se 

observaron bacterias cultivadas en condiciones controladas con el fin de establecer su 

morfología basal. Posteriormente, se utilizó un derivado del péptido marcado con rodamina 

para permitir su visualización mediante fluorescencia, registrándose imágenes del péptido 

solo, de las bacterias sin tratamiento y de las bacterias incubadas con el péptido. Las 

micrografías fueron adquiridas utilizando objetivos de 20x y 40x, lo que permitió contrastar 

la localización y distribución del péptido en relación con la superficie bacteriana. La 



Materiales y métodos 57 

Página | 57 

 

 

 

comparación de estas condiciones permitió verificar la unión del péptido a las bacterias y, 

en consecuencia, corroborar la sensibilidad de las cepas frente al tratamiento. 

 

CAPÍTULO II. RELACIÓN ENTRE PROPIEDADES 

FISICOQUÍMICAS Y ESTRUCTURALES DE LOS 

PÉPTIDOS Y ESPECIFICIDAD BIOLÓGICA 

 
7.10 Medición de la afinidad del péptido por fases orgánicas o 

acuosas mediante un modelo de Coeficiente de Partición 

Con el fin de determinar el coeficiente de partición de los péptidos, se llevó a cabo un ensayo 

de distribución en un sistema bifásico compuesto por aceite (fase orgánica) y agua o PBS 

(fase acuosa), empleando una concentración final de 15 µM de péptido 38 con el fin de 

evaluar la preferencia del péptido por alguna de las fases y con ello obtener datos 

relacionados con su posible mecanismo de acción. Tras un periodo de equilibrio mediante 

agitación y posterior centrifugación, las fases fueron cuidadosamente separadas y 

cuantificando cada una de las fases mediante un barrido espectral por espectrofotometría 

utilizando un equipo NanoDrop One (Thermo Fisher Scientific) de 250 nm a 730 nm con el 

fin de observar dónde se encontraba el péptido. Las mediciones se realizaron en intervalos 

regulares y en réplicas independientes para garantizar la reproducibilidad del ensayo. Este 

análisis permitió evaluar la tendencia de los péptidos a interactuar con ambientes 

hidrofóbicos, lo cual constituye un parámetro fundamental para inferir su afinidad por 

membranas biológicas y, por ende, su potencial actividad antimicrobiana.  

 

7.11 Determinación del tamaño hidrodinámico de péptidos en 

Medios Acuosos y Orgánicos por Dispersión Dinámica de la 

Luz (DLS). 

Con el fin de corroborar los resultados obtenidos en el modelo de coeficiente de partición, 

se llevó a cabo un ensayo adicional empleando el mismo procedimiento descrito 

previamente, pero utilizando un analizador de dispersión dinámica de luz (Zetasizer Nano 

ZS) para evaluar la distribución de partículas. En este caso, se preparó un sistema bifásico 

compuesto por aceite de oliva como fase orgánica y agua como fase acuosa, al que se 

adicionó el péptido 38, uno de los mejores péptidos que presentó actividad antimicrobiana. 

Las mediciones permitieron comparar el tamaño y la distribución de partículas en ambas 

fases en presencia y ausencia del péptido, con el objetivo de confirmar su afinidad por la 



Materiales y métodos 58 

Página | 58 

 

 

 

fracción orgánica como modelo de membrana. Posteriormente, los datos fueron sometidos 

a un análisis estadístico mediante la prueba t de Student (dos colas, no apareada) para 

establecer diferencias significativas en la interacción del péptido entre las fases.  

 

7.12 Análisis de la estabilización conformacional (Hélice α) de 
péptidos en diferentes solventes mediante Espectroscopía 
Infrarroja de Reflectancia Total Atenuada (IR-ATR) 

El análisis por espectroscopía infrarroja (IR) se realizó mediante la técnica de reflectancia 

total atenuada (ATR) empleando un espectrómetro Nicolet iS10 (Thermo Fisher Scientific). 

Previamente, se adquirió el espectro de fondo con 16 escaneos bajo las mismas condiciones 

experimentales utilizadas para la muestra, con el fin de eliminar posibles interferencias. 

Posteriormente, las muestras de los péptidos en diferentes medios como H2O, PBS, Tris, 

SDS y Tritón (estos dos últimos por debajo de la concentración mínima micelar CMC 2mM 

y 0,1 mM) fueron colocadas directamente sobre el cristal ATR, asegurando un adecuado 

contacto con la superficie. La adquisición del espectro se efectuó con 16 escaneos, a una 

resolución de 4 cm⁻¹, con una ganancia de 1.0, velocidad óptica de 0.4747 cm/s y una 

apertura del 80 %. Los espectros fueron registrados en el rango de 4000–1000 cm⁻¹ y 

expresados en términos de transmitancia relativa. Finalmente, se identificaron las bandas 

características asociadas a los modos vibracionales de los enlaces peptídicos, incluyendo las 

señales correspondientes a las bandas Amida A (3300–3200 cm⁻¹), Amida I (1700–1600 

cm⁻¹), Amida II (1550–1500 cm⁻¹) y Amida III (1300–1200 cm⁻¹), utilizadas como criterios 

de análisis estructural del péptido, y centrándose en las bandas características de estructuras 

secundarias: 

 

• Hélice alfa (~1650 cm⁻¹, banda amida I). 

• Hoja beta (~1630–1640 cm⁻¹). 

• Estructuras desordenadas (~1640–1650 cm⁻¹). (43) 

 

El análisis espectral se realizó mediante deconvolución de la banda Amida I por ajuste no 

lineal con cuatro funciones gaussianas empleando el software Fityk. Finalmente, se 

reportaron las áreas integradas de cada gaussiana y su contribución porcentual respecto del 

área total de Amida I, utilizándolas como estimadores de la fracción relativa de β-hoja, 

desorden, y hélice α, respectivamente. 
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7.13 Evaluación del Perfil de Solvatación de péptidos mediante 
fluorescencia de un péptido rodaminado 

Para determinar las condiciones óptimas en las que se puede observar el efecto del péptido, 

se midió la estabilidad térmica de los péptidos mediante un ensayo de curva de fusión 

diferencial utilizando un equipo de PCR en tiempo real con detección de fluorescencia en el 

canal Texas Red. Debido a la ausencia de los péptidos 37 y 43 marcados con rodamina, se 

utilizó el péptido 38 rodaminado solo y en diferentes solventes (Tris, H₂O, PBS) sin y con 

SDS o aceite. Cada reacción se dispuso en placas de 96 pozos con un volumen final de 5 

µL, empleando tres réplicas técnicas por condición. El programa de análisis consistió en un 

gradiente de temperatura desde 20 °C hasta 90 °C, registrando la fluorescencia relativa 

(RFU) a intervalos definidos. A partir de las curvas de desnaturalización (RFU vs. 

temperatura) con el fin de identificar los picos de fusión (Tm) y comparar la estabilidad 

térmica relativa de los péptidos bajo las diferentes condiciones de solvente.  

 

7.14 Evaluación de la tendencia a la Agregación de péptidos en 

Diferentes Solventes mediante Dispersión Dinámica de Luz 

(DLS). 

Para la caracterización fisicoquímica, se emplearon los péptidos catiónicos anfipáticos P37, 

P38 y P43. En el primer caso para confirmar el experimento del coeficiente de partición se 

realizaron mezclas para determinar el tamaño de partículas en la fase acuosa y en la fase 

orgánica, y en segundo lugar se utilizaron los péptidos liofilizados reconstituidos en buffer 

Tris 10 mM pH 7,4, SDS 2mM, Tritón 0,1mM o en PBS 1X las cuales fueron conservados 

a –20 °C hasta su uso para determinar posibles agregaciones del péptido en diferentes 

condiciones. 

 

Las muestras se caracterizaron mediante dispersión de luz dinámica (DLS) en un analizador 

Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Reino Unido) para determinar el tamaño 

hidrodinámico (Z-Average) y el índice de polidispersión (PDI). Los valores en el análisis 

estadístico se expresaron como medias ± desviación estándar y se compararon entre 

condiciones experimentales mediante la prueba t de Student para muestras independientes, 

considerando diferencias significativas cuando p < 0,05. Los datos fueron representados en 

gráficas de barras con barras de error, lo que permitió visualizar las variaciones entre los 

péptidos disueltos en agua y formulaciones del péptido con diferentes solventes para analizar 

si el péptido forma emulsiones o actúa como detergente, lo cual permitirá aproximarse a las 

propiedades fisicoquímicas del péptido y su capacidad para interactuar con membranas (38). 
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7.15 Evaluación del Tamaño y estado de Agregación de péptidos 

mediante filtración por corte molecular (cut-off) 

Con el fin de estimar el comportamiento en solución de los péptidos de interés en 

relación con su tamaño aparente y posible estado de agregación, se empleó un protocolo 

de filtración por corte molecular utilizando filtros de 0,22 mm y 0,4 mm. Las soluciones 

peptídicas se prepararon en H2O a una concentración definida para cada péptido. 

Primero, se midió la concentración inicial de los péptidos, variando entre 15 µM y 5 

µM) medida mediante un espectrofotómetro a 280 nm, conociendo la extinción molar 

de los péptidos y despejando la fórmula de Burger Lambert-Beer, posteriormente se pasó 

la solución por el filtro de 0,4 mm midiendo la parte inferior y superior, y posteriormente 

la solución de la parte inferior se pasó por el filtro de 0,22 midiendo nuevamente las 

fases. Esta técnica permite la separación física de componentes según su tamaño 

molecular: las moléculas mayores al límite del filtro son retenidas en la parte superior 

(retentato), mientras que las más pequeñas atraviesan la membrana y se recuperan en la 

fracción inferior (filtrado) (39). Ambas fracciones fueron analizadas mediante 

espectrofotometría UV-Vis, midiendo la absorbancia a 280 nm, con el objetivo de 

cuantificar la proporción de péptido presente en cada fase. Un mayor contenido en la 

fracción retenida sugiere la existencia de agregados, complejos o conformaciones 

estructurales con un tamaño hidrodinámico superior al punto de corte de la membrana, 

mientras que una mayor absorbancia en el filtrado se interpreta como evidencia de 

formas monoméricas, solubles o de bajo peso molecular (40).  

 

7.16 Caracterización de la Interacción Péptido-Bacteria y la 
Tendencia a la Agregación de péptidos por Microscopía 
Electrónica de Barrido (SEM) 

Se realizó el cultivo bacteriano hasta OD 0.100, dejando incubar por 30 min con los péptidos 

antimicrobianos 37 y 38 junto con las bacterias para ver el posible efecto sobre la membrana 

y mismos péptidos solubilizados en agua para observar posible agregación, las cuales fueron 

posteriormente fijadas siguiendo un protocolo estandarizado para SEM utilizando 

glutaraldehído al 2.5% en tampón fosfato 0.1 M (pH 7.2), lavados en el mismo tampón y 

posteriormente sometidos a deshidratación progresiva en soluciones crecientes de etanol 

(30–100%). Finalmente, las muestras fueron llevados para realizar el análisis en donde 

fueron montados en un stubs de aluminio y fueron recubiertos con una capa conductora de 

oro, con el fin de evitar acumulación de carga durante la observación y optimizar la 

detección de electrones (29), se utilizó el péptido 37, 38 y 43 a 20 µM final. La 

caracterización morfológica se llevó a cabo en un microscopio electrónico de barrido (SEM) 

operado en modo de electrones retrodispersados (BSE), permitiendo obtener micrografías  
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con adecuada resolución y contraste, preservando la integridad de las estructuras bacterianas 

y peptídicas, lo que facilitó su análisis morfológico. 

 

7.17 Evaluación de la estabilidad de la actividad antimicrobiana 

de péptidos en Función del pH 

Para evaluar el efecto del pH sobre la actividad de péptidos antimicrobianos, se realizaron 

ensayos utilizando los péptidos más promisorios (37, 38) junto con el péptido original (43) 

en un rango de concentraciones de 2,5, 5, 10 y 20 µM. Los experimentos se llevaron a cabo 

en medio Luria-Bertani (LB), el cual se empleó en tres condiciones de pH: neutro (pH 7,0, 

correspondiente al medio sin ajuste), ácido (pH 5,6, ajustado con HCl) y básico (pH 9,0, 

ajustado con NaOH) para determinar la actividad antimicrobiana frente a una bacteria Gram 

positiva (Enterococcus faecalis) y una Gram negativa (Pseudomona aeruginosa) (41). En 

cada condición, se dispusieron alícuotas de los péptidos en placas de 96 pozos y se incubaron 

con 100 µL del inóculo bajo las mismas condiciones de cultivo. Como control negativo se 

utilizó el medio LB con bacteria y sin péptido. Para cada tratamiento se realizaron réplicas 

técnicas independientes, y registrando la densidad óptica cada hora de 1-8 h y a las 24 h en 

un lector de microplacas Agilent BioTek 800TS. a 490nm. Los datos obtenidos fueron 

normalizados mediante la resta del valor del blanco correspondiente, es decir el medio LB 

solo. La respuesta medida se analizó con el modelo Gompertz modificado, ya que los datos 

muestran una fase de retraso larga y un crecimiento tardío. Esto con el fin de determinar si 

el cambio de pH modifica el efecto antimicrobiano de los péptidos en las diferentes 

concentraciones evaluadas mediante la velocidad de crecimiento. 

 

7.18 Influencia del Estado Redox (Reducido, Oxidado) y la 

Alquilación de la cisteína en la actividad antimicrobiana de 

péptidos. 

Los péptidos catiónicos anfipáticos antimicrobianos evaluados, contienen una cisteína en su 

secuencia, la cual puede encontrarse en distintos estados de oxidación (-SH, -S-S-, -SOH, - 

SO₂H). Estos estados de oxidación pueden influir en la actividad biológica del péptido. Por 

lo tanto, se llevó a cabo un experimento para determinar cómo los diferentes estados redox 

afectan su actividad, sensibilidad, estabilidad y efectividad antibacteriana en diferentes 

estados de oxidación (reducción, oxidación y alquilación) que simulan distintos ambientes 

(42). 

Para ello, se inició con la preparación de los diferentes estados redox de los péptidos, se 

tomaron 60 µL de cada péptido junto con 8 µL de β-mercaptoetanol (BME) a una 

concentración de 16,5 mM, posteriormente se calentó a 55°C durante 30 minutos, se 
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centrifugaron las muestras. De los 68 µL resultantes, se tomaron 20 µL para cada estado 

redox, para el estado reducido (-SH) se añadieron 180 µL de H2O (36,43), para el estado 

oxidado (disulfuro -S-S-) se añadió 8 µL de DMSO al 100% en condiciones controladas y 

posteriormente se agregó 172 µL de agua (44) y para la modificación por alquilación con el 

fin de bloquear el grupo tiol se utilizó como agente 8 µL de yodoacetamida a 40mM, 

posteriormente se realizó un lavado con PBS y un intercambio de buffer empleando un 

sephadex (una columna cromatográfica de material en gel de filtración), donde se pasa la 

muestras se lava con PBS y posteriormente se centrifuga., posteriormente a la muestra se le 

agrega 4 µL de BME para evitar el quenching y finalmente se agregó 168 µL de H2O (45). 

Con el fin de investigar el impacto del estado químico en la actividad biológica de los 

péptidos, se llevó a cabo un ensayo de incubación de 24 horas en placas de 96 pozos. El 

diseño experimental incluyó la exposición de cepas bacterianas de referencia, tanto Gram 

negativas como Gram positivas, a cada una de estas tres formas peptídicas. Específicamente, 

en cada pozo se dispensaron 100 µL de suspensión bacteriana estandarizada junto con 10 

µL de los péptidos disueltos en agua. Cada combinación de cepa bacteriana y estado 

peptídico se evaluó por triplicado para garantizar la robustez estadística de los datos. Tras 

el periodo de incubación, la viabilidad bacteriana se determinó mediante la medición de la 

densidad óptica (OD 490 nm) lo que permitió establecer comparativamente la capacidad 

inhibitoria o lítica de los péptidos en sus estados oxidado, reducido y alquilado.  

 

7.19 Evaluación del efecto sinérgico entre el péptido y la 
ampicilina mediante un ensayo de combinación 
antimicrobiana. 

Para evaluar la actividad antimicrobiana sola y combinada de la Ampicilina y el Péptido, se 

diseñó un ensayo de dilución en microplaca de 96 pozos para generar una matriz de nueve 

combinaciones de concentración (A2P5, A2P10, A2P20; A4P5, A4P10, A4P20; A8P5, 

A8P10, A8P20). La nomenclatura indica la concentración relativa de cada agente, donde 'A' 

representa la Ampicilina y 'P' representa el Péptido, seguidos por un valor numérico que 

denota el nivel de concentración utilizado en esa combinación específica. Este diseño 

factorial permitió investigar las interacciones entre los dos agentes, al exponer las cepas 

bacterianas a tres concentraciones distintas de Ampicilina (A2, A4, A8) cruzados con tres 

concentraciones distintas del Péptido (P5, P10, P20). Los resultados obtenidos de esta matriz 

de concentraciones fueron esenciales para determinar la eficacia de la formulación 

combinada en comparación con los agentes utilizados de forma individual.  

Para ello, se preparó un inóculo bacteriano ajustado a 0,5 McFarland y diluido en caldo 

Mueller–Hinton hasta alcanzar una concentración final aproximada de 5×10⁵ UFC/mL en 

cada pozo. Cada condición se analizó por triplicado, junto con un control negativo de LB + 

bacteria y otro control para evitar la contaminación cruzada de medio LB estéril. En cada 
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pozo se añadieron 10 μL de la solución de fármaco (péptido, antibiótico o combinación en 

caldo Mueller–Hinton al doble de la concentración final) y 100 μL del inóculo bacteriano, 

alcanzando un volumen final de 110 μL. Las placas se incubaron a 37 °C durante 24 horas 

en condiciones estáticas y posteriormente se evaluó el crecimiento bacteriano mediante 

lectura de densidad óptica a 490 nm en el espectrofotómetro de microplacas. A partir de los 

valores de absorbancia, se calculó el porcentaje de inhibición respecto al control de 

crecimiento, lo que permitió determinar la actividad individual y combinada de los 

compuestos, estimar valores de IC₅₀ mediante ajuste logístico de cuatro parámetros y, en el 

caso de las combinaciones, calcular el porcentaje de inhibición de cada una de las muestras 

y sus combinaciones para establecer si existía sinergia, efecto aditivo o indiferencia entre el 

péptido y la ampicilina. 
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CAPÍTULO III. DETERMINACIÓN DE ACTIVIDAD 

HEMOLÍTICA Y CITOTÓXICA DE LOS PÉPTIDOS 

ANTIMICROBIANOS. 

 
7.20 Evaluación de hemolisis inducida por péptidos 

antimicrobianos en eritrocitos humanos 

Para la evaluación del potencial hemolítico de los péptidos, se recolectó una muestra de 

sangre humana en un tubo con anticoagulante, la cual fue centrifugada a 4500 rpm durante 

5 min para separar los eritrocitos del plasma. Posteriormente, 1mL de los eritrocitos fueron 

lavados tres veces con PBS isotónico, realizando centrifugaciones a 2000 rpm por 3 minutos 

en cada paso. Después del último lavado, se ajustó la concentración celular al 20% (v/v) en 

PBS (46). 

Una vez preparada la suspensión, se incubaron en una placa de 96 pozos 10 µL de eritrocitos 

al 20% con 10 µL del péptido en diferentes concentraciones. Las concentraciones del 

péptido se prepararon mediante diluciones seriadas 1:2, iniciando en 80 µM y finalizando 

en 0.63 µM. La incubación se realizó a 37 °C durante 40 minutos, tiempo necesario para 

detectar efectos rápidos del compuesto sobre la membrana eritrocitaria y tiempo dentro del 

rango habitual en ensayos estandarizados según la Clinical and Laboratory Standards 

Institute (CLSI). Como controles, se utilizó PBS con eritrocitos como control negativo, ya 

que este no afecta su viabilidad y agua destilada con eritrocitos como control positivo, ya 

que genera afectación en los glóbulos rojos. Finalizada la incubación, se añadieron 100 µL 

de PBS a cada pozo y se centrifugó la placa a 1000 rpm durante 3 minutos.  Se recolectó el 

sobrenadante de cada pozo y se transfirió a una nueva placa de 96 pozos para medir la 

absorbancia característica de lisis celular, es decir a 405 nm en un lector de microplacas 

(47). El porcentaje de hemólisis se calculó utilizando la siguiente fórmula: 
 

𝐻𝑒𝑚ó𝑙𝑖𝑠𝑖𝑠 (%) = 
𝐴 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 − 𝐴 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜 

 
 

𝐴𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑜 − 𝐴𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜 
× 100 

 
7.21 Evaluación de la citotoxicidad de péptidos en fibroblastos 

mediante el Ensayo de Viabilidad MTT 

Se evaluó la viabilidad celular de la línea de fibroblastos inmortalizados mediante un ensayo 

colorimétrico de MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio). Este 

método se basa en la capacidad de las enzimas deshidrogenasas mitocondriales de las células 

vivas y metabólicamente activas para reducir el MTT a cristales insolubles de formazan de 

color morado. 
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Inicialmente, los fibroblastos se sembraron en placas de 96 pocillos a una densidad de 1x104 

células/pocillo en 100 µL de medio completo. Tras 24 h de incubación a 37°C para asegurar 

la adhesión celular, se retiró parcialmente el medio y se adicionaron 100 µL de medio 

conteniendo el compuesto de prueba en una serie de ocho diluciones finales comprendidas 

entre 70 µM a 0 µM (concentraciones finales de 70, 50, 35.7, 25.5, 18.2, 13, 9.3, 0). Cada 

concentración se evaluó por triplicado técnico. Tras 24 h de tratamiento, se añadió MTT a 

una concentración final de 0.5 mg/mL-1 y las placas se incubaron durante 3 a 4 h a 37°C 

hasta la formación visible de los cristales de formazan. El reactivo se eliminó 

cuidadosamente y los cristales se disolvieron con 100 µL de DMSO por pocillo, agitando 

durante 10 min. La absorbancia se registró en un lector de placas a 570 nm. Finalmente, los 

valores de absorbancia se normalizaron con respecto al control (fibroblastos sin tratamiento 

de péptido) y los resultados se expresaron como la media ± error estándar de la media. 

 

7.22 Evaluación de la especificidad de los péptidos mediante un 

Modelo de Co-cultivo In Vitro. 

Se simularon interacciones bacterianas en un entorno más complejo con el fin de investigar 

además de la citotoxicidad la especificidad del péptido en un ensayo preliminar, realizando 

un complejo entre bacterias, células y péptidos. Para ello se realizó previamente la 

preparación de células y bacterias, en donde se cultivaron células epiteliales de pulmón 

humano A549 y células embrionarias de riñón humano HEK 293 en medio DMEM 

suplementado con 10% de FBS y se sembraron las bacterias K. pneumoniae y S. aureus ya 

que generan afectaciones a nivel pulmonar y bacterias E. Coli y P. aeruginosa. 

 

Posteriormente se realizó el co-cultivo añadiendo bacterias a las células en una proporción 

de 10:1, teniendo un volumen por pozo de 150 µL por pozo con una concentración de 

péptido 20 µM final sembrado en la caja de 96 pozos con sus respectivos controles (Células 

y bacterias solas). La placa se dejó incubar durante 6 horas a 37 °C en condiciones de 5% 

de CO₂. Luego de la incubación se añadió rojo neutro -colorante catiónico y anfifílico-, el 

cual permite medir la viabilidad celular mediante la integridad de la membrana y 

funcionalidad lisosomal a los pozos; para ello se retiró el medio de las células, se preparó 

una solución de 10 mL de rojo neutro disuelto en PBS 33 µg/mL, de la cual se pusieron 100 

mL en cada pozo y se dejó incubar por 1 hora, posteriormente se centrifugo, se retiró la 

solución y se lavó con PBS 1X durante 30 min, nuevamente se retiró la solución y se colocó 

100 µL por pozo de una solución reveladora que contenía ácido acético glacial (100µL), 

agua (5 mL) y etanol al 90% (50 mL). Finalmente se leyó en un lector de microplacas a 540 

nm. 
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CORRELACIÓN DE LA ACTIVIDAD 

ANTIMICROBIANA 

HELICICIDAD 

CON EL CONTENIDO DE 

 

Para establecer la relación entre la estructura secundaria de los péptidos y su actividad 

biológica, se realizó un análisis de correlación integrando los resultados de dicroísmo 

circular (CD), la hemólisis y los valores de IC₅₀ obtenidos en los ensayos antimicrobianos. 

La helicidad, determinada a partir de los espectros de CD, se utilizó como indicador del 

grado de conformación en hélice α de cada péptido. Posteriormente, estos valores se 

contrastaron con los resultados donde se correlacionó la helicidad con los IC₅₀ frente a 

bacterias objeto de este estudio, analizando si la estructura en hélice favorecía la potencia 

antimicrobiana. De igual manera, se correlacionó el porcentaje de hemólisis en eritrocitos 

humanos, con el fin de evaluar si un aumento en la helicidad se asociaba con mayor 

citotoxicidad. 

 

▪ ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Los resultados de la presente investigación se expresaron como media ± error estándar de la 

media (EEM) a partir de al menos tres experimentos independientes. La significancia 

estadística se evaluó mediante diferentes pruebas según el tipo de análisis: en algunos casos 

se aplicó una prueba t de dos colas, no pareada, con corrección que asume varianzas 

desiguales, utilizando los siguientes niveles de significancia: *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 

0.005; ****p < 0.001. 
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Resultados y Discusión 

 
DISEÑO, SÍNTESIS Y CARACTERIZACIÓN DE 

PÉPTIDOS 

 
8.1 Síntesis y caracterización de péptidos catiónicos anfipáticos 

antimicrobianos 

Los péptidos diseñados se obtuvieron mediante la técnica de síntesis en fase sólida tipo 

bolsas de té, la cual permitió reducir el tiempo de síntesis y optimizar el uso de reactivos, 

contribuyendo así a la economía circular. Los péptidos sintetizados, provienen de cambios 

lógicos en la secuencia de aminoácidos del péptido 43, el original; poseen una longitud de 

17 aminoácidos, cuyas masas moleculares fueron calculadas teóricamente utilizando 

ProtParam (ExPASy) y determinadas experimentalmente por espectrometría de masas (MS), 

como se muestra en la tabla 8. 

Tabla 6. Comparación entre las masas moleculares teóricas y experimentales de los péptidos sintetizados. Los valores 

teóricos fueron calculados a partir de la secuencia de aminoácidos utilizando el servidor ProtParam (ExPASy), mientras 

que los valores experimentales se obtuvieron mediante espectrometría de masas. 

 

Péptido Masa teórica (m/z) Masa experimental MS(Da) 

36 1884.1 1886.6 

37 1898.2 1900.6 

38 1953.2 1955.7 

39 1953.2 1955.6 

40 1940.1 1942.6 

41 1953.2 1955.7 

43 1842.1 1844.5 

 

 

 

 

La aproximación entre las masas teóricas y la masa experimental, valida la pureza y 

exactitud en la síntesis química y respalda la fiabilidad de los análisis estructurales 

posteriores. 
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En el análisis informático se evaluaron variables que incluyeron el índice de hidrofobicidad 

media general (GRAVY), el índice alifático, la carga neta a pH fisiológico (pH 7.0) y el 

punto isoeléctrico (pI) estimado. La combinación de estas propiedades permitió confirmar 

el carácter en la mayoría de los péptidos altamente catiónicos y anfipáticos. Cabe resaltar 

que los péptidos presentan algunos aminoácidos hidrofóbicos en común como Triptófano 

(W), Alanina (A), Leucina (L); Lisina (K) con carga positiva y cisteína (C) con capacidad 

de formar enlaces disulfuro, los cuales algunos de estos favorecen la formación de la hélice 

alfa. 

Tabla 7. Propiedades fisicoquímicas teóricas de los péptidos sintetizados. Se muestran los valores de hidrofobicidad 

promedio (GRAVY, escala de Kyte–Doolittle), índice alifático, carga neta estimada a pH fisiológico (pH 7.0) y punto 

isoeléctrico (pI) estimado de cada péptido. Los valores más altos de hidrofobicidad y carga neta se muestran en cursiva. 

 

Péptido GRAVY (KD) Índice alifático Carga neta pH7 pI 

36 0.7 132.4 3.9 10.5 

37 0.7 138.2 3.9 10.5 

38 0.3 138.2 3.9 10.3 

39 0.4 138.2 2.9 10.1 

40 0.4 138.2 1.9 9.5 

41 0.4 138.2 3.9 10.3 

43 0.4 114.7 3.9 10.5 

 
 

 

Los resultados indicaron que todos los péptidos presentan una naturaleza catiónica (carga 

neta positiva entre +2 y +4) y valores de pI elevados (>9), lo cual sugiere que permanecen 

cargados positivamente en condiciones fisiológicas. En cuanto a la hidrofobicidad, se 

observó que los péptidos 36 y 37 mostraron los valores más altos de GRAVY (>0.7), lo que 

implica una mayor capacidad de interacción con entornos lipídicos. Los péptidos 38 y 43 

presentaron valores de hidrofobicidad moderada (0.3 - 0.4), manteniendo un perfil 

compatible con la actividad antimicrobiana. Cabe resaltar que el péptido 43 mostró un índice 

alifático inferior al resto (114.7 frente a 132), lo que sugiere una menor estabilidad 

estructural asociada a su carácter hidrofóbico. Este resultado respalda la hipótesis de que las 

modificaciones realizadas en la secuencia de aminoácidos del péptido original contribuyeron 

a mejorar la estabilidad estructural de los demás péptidos. 

En conjunto, estos resultados infieren que los péptidos poseen propiedades con potencial 

para insertarse en bicapas lipídicas bacterianas, lo que justificaría los ensayos posteriores 

orientados a confirmar su actividad biológica. 
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8.2 Determinación del contenido de hélice alfa mediante 

Dicroísmo Circular 

Mediante la determinación de la estructura secundaria de los péptidos antimicrobianos 

sintetizados por dicroísmo circular fue posible corroborar los cambios introducidos en la 

secuencia del péptido original, los cuales estuvieron orientados a favorecer la conformación 

en hélice α, considerada esencial según la literatura para la interacción con membranas 

bacterianas y, en consecuencia, para potenciar su actividad antimicrobiana.  
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Figura 9. Espectros de dicroísmo circular (DC) de los péptidos evaluados registrados en el rango de 190–250 nm. 

 

 

 

Los resultados evidenciaron que los péptidos presentaron diferentes porcentajes de 

helicidad, con valores que oscilaron entre 7.7% y 45.5 %. El péptido 38 mostró una señal 

característica de estructura α-hélice, con mínimos bien definidos alrededor de 208 y 222 nm, 

lo que sugiere una mayor estabilidad estructural y potencial interacción con membranas 

biológicas al alinearse las cargas en una cara de la hélice. En contraste, los péptidos con 

menor helicidad, como el péptido 37 y 43, presentaron espectros con señales menos 

pronunciadas, compatibles con conformaciones más desordenadas o aleatorias. Infiriendo 

que los cambios realizados en la secuencia del péptido original favorecieron la helicicidad. 
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Tabla 8. Valores de porcentaje de α helicidad basados en los experimentos por dicroísmo circular, utilizando las 

absorbancias de 222 nm. 

 

Péptido % Helicicidad D.C 

36 14.3 

37 12.7 

38 45.5 

39 12.3 

40 10.9 

41 17.0 

43 7.7 

 

 
 

 

Estos hallazgos sugieren que pequeñas variaciones en la secuencia de aminoácidos influyen 

de manera significativa en la capacidad del péptido para adoptar una conformación 

helicoidal. En conjunto, la correlación entre el grado de helicidad y las masas verificadas 

indica que los péptidos mantuvieron sus propiedades tras la síntesis, lo que constituye un 

punto de partida fundamental para evaluar su actividad biológica.  

 

TÉCNICAS CONVENCIONALES EN BIOLOGÍA 

MOLECULAR 

Las técnicas convencionales de biología molecular permitieron confirmar la identidad de las 

cepas bacterianas empleadas, tras haber determinado previamente el modelo de crecimiento 

y las condiciones de cultivo que se mantuvieron en adelante durante el desarrollo 

experimental. 

 

8.2.1 Cepas bacterianas potencialmente patógenas y condiciones de 

cultivo 

La selección de las cepas bacterianas se basó en su potencial patogénico, en el impacto en 

salud pública y en su resistencia antimicrobiana, bacterias que se encuentran en la lista de 

bacterias prioritarias de la OMS. Estas cepas fueron manipuladas bajo condiciones de 

bioseguridad adecuadas para prevenir la contaminación cruzada, el contagio y la 

propagación. Posteriormente, al ser descartadas, se sometieron a un ciclo de esterilización 

en caso de encontrarse en medio sólido, o a tratamiento con hipoclorito de sodio al 1 % o 

peróxido de hidrógeno al 4 % cuando se encontraban en medio líquido.  

Asimismo, se establecieron las condiciones óptimas de cultivo para garantizar un 

crecimiento bacteriano adecuado. Las bacterias se mantuvieron en medios nutritivos 
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empleando 25g/L de Luria-Bertani (LB) para el crecimiento en medio líquido y 15g/L de 

agar para medio sólido. Los cultivos fueron incubados a 37 °C en medio líquido, realizando 

un seguimiento de la densidad óptica (OD) a 490 nm para monitorear la cinética de 

crecimiento y determinar las fases de cultivo, para asegurar la fase logarítmica de las 

bacterias para los ensayos experimentales. 

 

8.2.2 Comportamiento de crecimiento de las cepas bacterianas 

Al definir el modelo de crecimiento bacteriano, se tomó como referencia E. coli O157:H7, 

dado que presenta el tiempo de duplicación más corto dentro de las cepas trabajadas, lo que 

permitió representar de manera confiable la dinámica poblacional.  Se realizó el monitoreo 

la OD a 490 nm en diferentes intervalos de tiempo (1-8 h y 24 h) por medio de una curva de 

crecimiento, para las horas restantes se realizó un ajuste al modelo logístico de Forma 

Modificada de Gompertz para describir el crecimiento microbiano, el cual  proporciona un 

mejor ajuste a los datos reales de crecimiento; especialmente en la fase de desaceleración y 

la fase estacionaria, porque asume que la tasa de crecimiento disminuye exponencialmente 

con el tiempo. En la cual se identificaron claramente tres de las cuatro fases clásicas: fase 

de latencia, fase exponencial y fase estacionaria, sugiriendo que la fase de declinación se 

presenta después de las 24h de cultivo. 
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Figura 10. Curva de crecimiento bacteriano de E. coli O157:H7 ajustada al modelo logístico de Gompertz. 
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Se observa que los cultivos iniciaron en una fase de latencia (0-4 h) se observa un bajo 

incremento en la densidad, reflejando el período de adaptación de las bacterias al medio. 

Posteriormente, entre las 4 y 8 horas, se evidenció la fase exponencial con un aumento 

marcado en la OD, indicando una alta tasa de multiplicación celular. Finalmente, a partir de 

las 8 h hasta las 24 h, los cultivos alcanzaron la fase estacionaria, donde el crecimiento se 

estabiliza por limitación de nutrientes y acumulación de desechos metabólicos. 

Comportamiento característico de bacterias de rápido crecimiento como E. coli O157:H7, y 

sugiere que las demás cepas incluidas, con tiempos de duplicación cercanas, presenten 

dinámicas similares bajo las mismas condiciones de cultivo. 

 

8.3 Extracción de ADN genómico de cepas bacterianas 

Este protocolo permitió obtener una cantidad suficiente de ADN genómico, comprobado a 

260 nm, el cual fue conservado bajo refrigeración a –20 °C para posterior confirmación de 

la identidad de las cepas bacterianas mediante PCR convencional,  en la tabla 9 se observa 

la concentración de ADN bacterianos obtenido y la pureza de cada muestra.  

Tabla 9. Concentración y Pureza de ADN Genómico de las cepas bacterianas. 
 

Cepa Bacteriana Concentración de ADN (ng/μL) Pureza (A260/A280) 

Escherichia coli 78.5 1.85 

Pseudomona aeruginosa 95.2 1.91 

Klebsiella pneumoniae 62.1 1.80 

Staphylococcus aereus 105.9 1.88 

 

 

Los valores obtenidos garantizan que el ADN genómico es de alta pureza y cantidad 

suficiente para la confirmación de la identidad de las cepas bacterianas mediante PCR 

convencional. 

 

8.4 Reacción en cadena de polimerasa (PCR) 

La PCR convencional permitió amplificar fragmentos específicos de ADN asociados a genes 

de virulencia, lo cual además de permitir confirmar la identidad de las cepas bacterianas 

seleccionadas también valida su potencial patogénico y su inclusión en este estudio. 

Como se resume en la Tabla 6, se diseñaron 4 pares de primers dirigidos a genes clave para 

cada bacteria, en E. coli O157:H7 se detectó el gen stx2A, que codifica la subunidad 

catalítica de la toxina Shiga 2, responsable de bloquear la síntesis proteica en células 
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eucariotas y asociada a cuadros graves como diarrea hemorrágica y síndrome urémico 

hemolítico (51). En K. pneumoniae se confirmó la presencia del gen magA, vinculado al 

fenotipo hipermucoviscoso y a una cápsula protectora que confiere resistencia a la 

fagocitosis y facilita infecciones invasivas graves, como abscesos hepáticos y septicemia  

(52). En P. aeruginosa se amplificó el gen pscP, relacionado con el sistema de secreción 

tipo III (T3SS), cuya función es la translocación de toxinas a células huésped, favoreciendo 

la evasión inmune y la persistencia en infecciones crónicas (53). Finalmente, en S. aureus 

se amplificó el gen SAOUHSC_01561, que codifica una proteína similar a la leucocidina de 

Panton-Valentine (PVL), implicada en la lisis de leucocitos y necrosis tisular, asociada a 

infecciones cutáneas severas y neumonías necrotizantes (54). 

Estos resultados confirman que las cepas seleccionadas poseen factores de virulencia 

relevantes y con gran impacto desde el punto de vista clínico y epidemiológico, lo que 

respalda su pertinencia en los ensayos con péptidos antimicrobianos.  

 

8.5 Electroforesis en gel 

Los productos amplificados se visualizaron en geles de poliacrilamida al 15%, en donde se 

evaluaron diferentes diluciones de ADN en la PCR. 
 

Figura 11. Geles correspondientes a genes de virulencia en cepas bacterianas patógenas. A). Se muestran los amplímeros 

específicos de E. coli O157:H7 (stx2A, 241 pb). B). K. pneumoniae (magA, 93 pb). C) P. aeruginosa (pscP, 123 pb). D). 

S. aureus (SAOUHSC_01561, 77 pb). Primeros carriles corresponden al marcador de peso molecular (100 pb). 
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En cada uno de los geles, se observaron las bandas con la movilidad electroforética esperada; 

en el gel A, se observaron los amplímeros específicos de E. coli (stx2A, 241 pb), en 

concordancia con el marcador molecular de 100 pb, donde se presenta una banda intensa de 

producto de PCR de un tamaño mediano, y una banda más débil por encima (posiblemente 

un producto inespecífico o un dímero). En el gel B, se identificaron las bandas 

correspondientes a K. pneumoniae (magA, 93 pb) donde las bandas son claras y similares 

entre los duplicados, representando los productos de PCR específicos para ese par de 

cebadores; mientras que en el gel C se detectó la amplificación de P. aeruginosa (pscP, 123 

pb) donde se observan bandas bajo del peso esperado que parecen ser restos de cebadores 

(primer dimers) o de ADN de muy bajo peso molecular. Finalmente, en el gel D se confirmó 

la presencia del fragmento esperado de S. aureus (SAOUHSC_01561, 77 pb) en el que 

aparece una banda de ADN extremadamente intensa y muy grande (de alto peso molecular). 

Los resultados de los geles confirmaron la presencia de los genes diana en cada cepa y por 

lo tanto la validación de la identidad molecular de las bacterias, lo que da confiabilidad del 

uso de las cepas para los ensayos antimicrobianos. 
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CAPÍTULO I. EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD 

ANTIBACTERIANA DE LOS PÉPTIDOS FRENTE A 

BACTERIAS GRAM POSITIVAS Y GRAM 

NEGATIVAS. 

 
8.6 Perfil de Sensibilidad de bacterias a péptidos mediante la 

Técnica de Difusión en Disco (Antibiograma) 

Para evaluar la resistencia o sensibilidad de las cepas bacterianas frente a los péptidos 

catiónicos anfipáticos, se realizó un screening en medio sólido en cajas de Petri, donde se 

sembraron las bacterias aplicando tratamiento de péptidos a una concentración final de 15 

μM dejando incubar durante 24 h. Las placas fueron analizadas mediante el software ImageJ, 

empleando la herramienta de selección por cuadrantes con el fin de estandarizar el área de 

análisis, donde se seleccionaron 3 cuadrantes por tratamiento, obteniendo una media y 

desviación estándar de los datos. 

 

A). 
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Figura 12. Tamización de péptidos antimicrobianos para determinar resistencia o sensibilidad frente a diferentes cepas 

bacterianas, donde se observa la sensibilidad de los péptidos 36 al 38. A). E.coli O157:H7, B). P. aeruginosa C). Klebsiella 

pneumoniae D). S. aureus E). E. Faecalis. 

 
 

 

Este procedimiento permitió comparar de manera objetiva el crecimiento bacteriano en 

presencia de los péptidos, clasificando las cepas como sensibles (menor número de colonias 

respecto al original) o resistentes (sin reducción significativa del crecimiento), encontrando 

que todas las cepas bacterianas presentaron sensibilidad frente alguno de los péptidos. 

Tabla 10. Porcentaje de inhibición del crecimiento bacteriano en presencia de péptidos catiónicos anfipáticos a una 

concentración de 15 µM. Se muestran el conteo arrojado por ImageJ de las unidades formadoras de colonia (UFC), el 

porcentaje de inhibición calculado respecto al control bacteriano (CB, sin péptido), NI, indica que no hubo inhibición y la 

clasificación de sensibilidad (sensible: ≥ 50% de inhibición; resistente, < 50% de inhibición). 

 

Bacteria E. coli O157:H7 P. aeruginosa K. pneumoniae S. aureus E. faecalis 
 

 

 

 

 

 

36 164.3 ± 3.6 NI 119.7 ± 3.1 17 100.7 ± 1.5 NI 71.3 ± 1.1 37 5.9 ± 0.0 78 

37 7.3 ± 1.5 92 10.0 ± 2.0 93 23.3 ± 2.1 74 10.3 ±0.1 91 1.1 ± 0.1 96 

38 212.7 ± 7.6 NI 88.0 ± 1.0 39 52.3 ± 3.2 42 93.4 ± 1.9 17 15.3 ± 0.3 43 

39 77.0 ± 4.6 16 104.3 ± 1.5 28 83.3 ± 2.0 8 89.0 ± 2.7 21 9.0 ± 0.0 67 

40 41.3 ± 1.6 55 103.7 ± 2.5 28 45.3 ± 1.1 50 96.5 ± 2.0 14 7.3 ± 0.5 73 

41 65.0 ± 2.0 29 77.3 ± 4.0 47 102.0 ± 3.9 NI 28.6 ± 1.0 75 2.0 ± 0.1 93 

43 22.3 ± 1.5 76 77.0 ±1.7 47 88.2 ± 4.1 2 41.4 ± 1.2 63 21.3 ± 1.5 21 

CB 91.6 ±4.1 0 144.6 ±5.1 0 90.4 ± 3.5 0 112.6 ±8.1 0 27.0 ± 2.6 0 

E). 
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El screening evidenció patrones diferenciados de sensibilidad entre las cepas bacterianas 

evaluadas. E. coli O157:H7 mostró sensibilidad frente a los péptidos 37, 40 y 43, mientras 

que P. aeruginosa únicamente fue sensible al péptido 37. En el caso de K. pneumoniae, se 

observó sensibilidad frente a los péptidos 37 y 40. Por su parte, S. aureus presentó inhibición 

significativa con los péptidos 37, 41 y 43; finalmente, E. faecalis se caracterizó por ser 

sensible a un mayor número de péptidos, específicamente 36, 37, 39, 40 y 41. Este ensayo 

permitió observar que las cepas son sensibles, por lo cual se procede a definir la 

concentración mínima inhibitoria capaz de reducir el 50% de las bacterias (IC50). 

 

8.7 Determinación de la Concentración Inhibitoria Media (IC50) 
de péptidos antimicrobianos mediante Microdilución en 
Caldo. 

Este experimento, uno de los más relevantes en este estudio, permitió observar inicialmente 

por un ensayo colorimétrico la reducción de la actividad metabólica de las bacterias  y 

establecer la actividad antibacteriana de los péptidos mediante el cálculo del IC50 por medio 

de un modelo matemático, derivado de la cinética a 6 concentraciones diferentes de los 

péptidos. 

 

El ensayo colorimétrico con resazurina, se utilizó como indicador de viabilidad de las 

bacterias, permitiendo observar que se presentó una reducción de la actividad metabólica de 

las bacterias con el tratamiento de péptidos 37 y 38 a 20 µM, donde los pozos se mantuvieron 

de color azul/púrpura; mientras que, los demás pozos con el tratamiento de los demás 

péptidos y en diferentes concentraciones se observó un cambio de coloración de 

azul/púrpura a rosado, donde se evidencia una alta actividad metabólica, la cual fue 

comparada con el control de crecimiento de bacterias en ausencia de tratamiento.  
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Figura 13. Determinación de la actividad metabólica de E. coli O157:H7 tratada con péptidos antimicrobianos (36 al 43) 

a 6 concentraciones diferentes (entre 20 y 0,63 µM) tras 24 h de incubación. Se utilizó el ensayo colorimétrico con 

resazurina como indicador de viabilidad, en donde se observa en los pozos de los péptidos 37 y 38 a 20 µM el cambio de 

color de azul/púrpura (ausencia o reducción del metabolismo bacteriano) y rosado para los demás péptidos y 

concentraciones bajas (crecimiento bacteriano). El control bacteriano (CB) muestra la viabilidad total de la cepa en 

ausencia de tratamiento. 

 

Este cambio colorimétrico, indico que, a 24 h, para todas las cepas bacterianas se observa 

una posible inhibición con los péptidos 37 y 38 a la concentración más alta probada (20 

µM), mientras que para los otros péptidos y concentraciones más bajas no se observa una 

disminución de la población bacteriana. Sin embargo, este cambio colorimétrico no permitió 

identificar una concentración de péptido mínima inhibitoria para cada cepa bacteriana, por 

lo que se determinó el IC50 a partir de la cinética de crecimiento bacteriano donde se realizó 

el tratamiento de datos, teniendo en cuenta el comportamiento de las cepas bacterianas en 

presencia de los péptidos a diferentes concentraciones durante 24 h.  
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Figura 14. Cinética de crecimiento de bacterias en presencia de péptidos catiónicos anfipáticos. A). Comparación del 

efecto inhibitorio de los péptidos 36 al 43 a 20 µM frente al control bacteriano (CB) de todas las cepas evaluadas mediante 

OD 490 nm durante 24 h.(B) Ensayo de concentración–respuesta del péptido 37/38 frente a la bacteria correspondiente, 

donde se muestran curvas de crecimiento a 20, 10, 5, 2.5, 1.25 y 0.63 µM. La inhibición total se alcanzó a 20 µM, mientras 

que concentraciones intermedias retrasaron o redujeron la cinética de crecimiento de manera dosis-dependiente. 
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En las gráficas se observa que el crecimiento de las cepas bacterianas crece de forma típica, 

con una fase exponencial clara y alcanzando la mayor OD (~0,4 - 0,7) hacia las 24h, 

indicando que el medio fue el adecuado y las bacterias viables. En E. coli se observa que los 

péptidos 36, 39 y 40 muestran un crecimiento similar entre sí con curvas que alcanzan un 

nivel intermedio OD (~0,4 - 0,5), indicando una inhibición parcial del crecimiento, 

reduciendo la densidad bacteriana con respecto al control de crecimiento de bacterias (CB). 

El péptido 41 muestra un crecimiento similar al CB, mientras que el 43 muestra una 

inhibición parcial sostenida en el tiempo, mientras que los péptidos 37 y 38 no muestran un 

alza de la OD, lo que indica que hubo una inhibición casi completa durante las 24h de 

incubación. En cuanto al comportamiento del 37, se denota una actividad fuertemente 

relacionada a la concentración, a 20 µM la OD se mantuvo todo el tiempo cercano a cero, 

en 10 µM se observa una inhibición muy marcada y sostenida, a 5 µM y 2.5 µM se observa 

una inhibición parcial dependiente de la dosis, en 1.25 µM se observa un crecimiento 

sostenido, con un retardo en la fase exponencial y una OD final menor al control.  

 

Para P. aeruginosa se observa un comportamiento diferencial en función del tratamiento. 

Los péptidos 37 y 38 inhibieron completamente el crecimiento bacteriano durante las 24 h 

de incubación, manteniendo valores de OD cercanos a cero, lo que evidencia un efecto 

posiblemente bactericida. Por su parte, los péptidos 36, 40 y 43 redujeron significativamente 

la densidad óptica final en comparación con el CB, aunque sin impedir totalmente la 

proliferación, mostrando un efecto inhibitorio parcial. En contraste, los péptidos 39 y 41 

permitieron un crecimiento más cercano al control bacteriano, alcanzando densidades 

ópticas elevadas al final del ensayo, lo que indica una baja eficacia inhibitoria frente a esta 

cepa. En cuanto el gradiente de concentraciones se observa que a 2.5 µM supera la OD 

control, mientras que en 0.65; 1.25 y 5 µM tienen un comportamiento similar de crecimiento 

al control, en 10 µM se observa un crecimiento controlado y en 20 µM no se observa un 

aumento de la OD. 

 

Frente a k. pneumoniae se observa que el 41 y 39 sobrepasan el crecimiento del control de 

bacterias, mientras que el 43, 40, 38 y 36 muestran un comportamiento similar entre sí, en 

donde se sostiene efecto del péptido, deteniendo parcialmente el crecimiento; el 37 no 

muestra un alza de la OD que se aleje del 0. En cuanto al gradiente del 37, se observa que 

únicamente a 20 µM se mantiene la inhibición durante 24 horas, mientras que los otros 

péptidos exceden la OD del control de crecimiento. Para S. aureus, los péptidos 37 y 38 

mantienen una inhibición casi total y sostenida, seguida de una inhibición con un alza menos 

al 50%, indicando una inhibición parcial, junto con el péptido 40, mientras que el 41 excede 

el CB y el 36 y 39 tienen un crecimiento similar al CB, pero luego su actividad se ve 

sostenida. 

 

Finalmente, en E. faecalis se observa una inhibición del péptido 37 y 38 manteniendo la OD 

en cero durante todo el ensayo, mientras que los péptidos 36, 39 y 40 redujeron el 
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crecimiento en distintos niveles, pero sin impedirlo totalmente. En contraste, el péptido 43 

mostró un efecto intermedio, y el 41 presentó un aumento del CB. El ensayo de 

concentración–respuesta del péptido 37 confirmó su alta potencia frente a E. faecalis. A 20 

µM la inhibición fue total, mientras que a 10 µM el crecimiento fue mínimo y estable en 

tiempos iniciales. A concentraciones de 5 y 2.5 µM se evidenció inhibición parcial, con 

reducción significativa de la OD final. En contraste, a 1.25 y 0.63 µM el crecimiento fue 

cercano al control, lo que indica que la actividad del péptido se pierde en bajas 

concentraciones. 

 

Se calculó el IC₅₀ a partir de la cinética de crecimiento bacteriano frente a diferentes 

concentraciones de péptido durante 24 h. Para ello, los datos experimentales fueron 

graficados y ajustados mediante un modelo logístico empleando la herramienta Solver, a 

partir del cual se obtuvo la ecuación de la curva y se calculó el valor de x cuando y = 0.5, 

como se presenta en el Anexo 11.1. Los valores más bajos de IC₅₀ se registraron para el 

péptido 37 en E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae y E. faecalis. En contraste, el péptido 

38 mostró valores similares a los del péptido 37, aunque en S. aureus evidenció una mayor 

sensibilidad. 

Tabla 11. Valores de concentración inhibitoria media (IC₅₀, en µM) de los péptidos catiónicos anfipáticos frente a 

diferentes bacterias patógenas (E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae, S. aureus y E. faecalis). Los resultados se expresan 

como media ± error estándar. El valor NI indica que no se observó inhibición a las concentraciones evaluadas. 

 

IC₅₀ (µM) 
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Los resultados arrojan que los péptidos 37 y 38 inhiben el crecimiento de todas las cepas 

bacterianas, mientras que el péptido 41 no muestra inhibición en ninguna de ellas. Al 

correlacionar la secuencia del péptido 41 con el 38, se evidencia un cambio de isoleucina 

por leucina en el extremo C-terminal, fundamental para que este pueda mantener la 

conformación helicoidal, favorecer la interacción hidrofóbica con la membrana bacteriana 

y, en consecuencia, ejercer su efecto antimicrobiano. La leucina, al ser un aminoácido de 

Bacteria → 
E. coli O157:H7 P. aeruginosa K. pneumoniae S. aureus E. faecalis 

36 
43.2 ± 0.2 18.9 ± 0.2 30.6 ± 0.1 60.0 ± 0.1 NI 

37 
9.8 ± 0.1 6.1 ± 0.1 12.7 ± 0.2 8.3 ± 0.2 10.4 ± 0.1 

38 
10.7 ± 0.3 8.2 ± 1.0 16.8 ± 0.2 7.5 ± 0.2 12.3 ± 1.0 

39 
54.5 ± 0.2 20.7 ± 0.1 55.8 ± 0.1 33.9 ± 0.1 34.5 ± 0.1 

40 
41.2 ± 0.2 19.5 ± 0.2 19.2 ± 0.1 20.7 ± 0.1 21.6 ± 0.2 

41 
NI NI 121.7 ± 0.1 NI NI 

43 
24.1 ± 0.1 10.8 ± 0.2 20.5 ± 0.1 15.1 ± 0.1 19.0 ± 0.1 
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naturaleza hidrofóbica y con una cadena lateral ramificada, contribuye a reforzar la 

anfipaticidad de la hélice alfa, estabilizando su estructura y facilitando la inserción del 

péptido en la bicapa lipídica bacteriana. Esta característica es esencial para promover la 

desestabilización de la membrana y el colapso del gradiente electroquímico, lo que explica 

la mayor eficacia observada en el péptido 38 frente a múltiples cepas patógenas. Mientras 

que la Isoleucina presenta una ramificación en el carbono β, más rígida y menos compatible 

con la geometría helicoidal por impedimentos estéricos. Esta diferencia sugiere que la 

modificación de residuos clave en posiciones terminales puede determinar de manera crítica 

la eficacia antimicrobiana de los péptidos diseñados. 

También, se quiso determinar como el péptido dependiendo de la concentración se comporta 

con el tiempo, es decir cómo para cada bacteria, cada péptido mantiene la inhibición menor 

al 50% según el tiempo en cada concentración para ello se aplicó el mismo modelo 

matemático pero esta vez se despejo el tiempo. La duración de la actividad depende de la 

concentración (no solo el momento de alcanzarla, sino cuánto tiempo se sostiene por debajo 

del 50%). 

Tabla 12. Tiempo (h) transcurrido antes de que la inhibición del crecimiento sea menor del 50% (IC₅₀) en presencia de 

diferentes péptidos catiónicos anfipáticos, evaluados a seis concentraciones (20, 10, 5, 2.5, 1.25 y 0.63 µM). Los valores 

corresponden al promedio de tres réplicas ± desviación estándar. Se presentan los datos obtenidos para E. coli y, de manera 

análoga, se incluirán los resultados correspondientes a P. aeruginosa. K. pneumoniae. S. aureus y E. faecalis. Se señala 

>24 cuando no hubo crecimiento de la bacteria durante el tiempo medido. 

 

E. coli O157:H7 Tiempo (h) 

Concentración→ 

Péptido ↓ 
20 10 5 2.5 1.25 0.63 

36 5.4 ± 0.0 0.9 ± 0.0 0.7 ± 0.0 1.1 ± 0.0 0.8 ± 0.0 0.4 ± 0.0 

37 >24 8.3 ± 0.0 4.3 ± 0.0 4.5 ± 0.0 2.3 ± 0.0 1.3 ± 0.0 

38 >24 6.4 ± 0.0 4.2 ± 0.0 3.7 ± 0.0 2.0 ± 0.0 2.7 ± 0.0 

39 4.0 ± 0.0 3.9 ± 0.0 3.4 ± 0.0 3.8 ± 0.0 1.4 ± 0.0 3.8 ± 0.0 

40 3.5 ± 0.0 3.8 ± 0.0 3.6 ± 0.0 3.7 ± 0.0 1.1 ± 0.0 3.8 ± 0.0 

41 6.2 ± 0.0 3.2 ± 0.0 3.6 ± 0.0 3.4 ± 0.0 1.3 ± 0.0 3.7 ± 0.0 

43 8.3 ± 0.0 5.3 ± 0.0 3.4 ± 0.0 3.7 ± 0.0 1.0 ± 0.0 3.7 ± 0.0 

P. aeruginosa Tiempo (h) 

36 3.6 ± 0.0 0.2 ± 0.0 0.8 ± 0.0 1.1 ± 0.0 0.8 ± 0.0 0.3 ± 0.0 

37 >24 5.8 ± 0.0 4.3 ± 0.0 3.5 ± 0.0 2.3 ± 0.0 1.3 ± 0.0 

38 >24 4.7 ± 0.0 3.6 ± 0.0 4.2 ± 0.0 1.7 ± 0.0 1.7 ± 0.0 

39 3.8 ± 0.0 4.0 ± 0.0 3.4 ± 0.0 4.0 ± 0.0 1.4 ± 0.0 2.6 ± 0.0 

40 1.3 ± 0.0 3.3 ± 0.0 3.6 ± 0.0 3.6 ± 0.0 1.4 ± 0.0 3.1 ± 0.0 

41 6.2 ± 0.0 3.2 ± 0.0 3.6 ± 0.0 3.6 ± 0.0 1.4 ± 0.0 3.1 ± 0.0 

43 6.2 ± 0.0 4.0 ± 0.0 3.8 ± 0.0 3.9 ± 0.0 1.1 ± 0.0 2.5 ± 0.0 

K. pneumoniae Tiempo (h) 
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36 3.7 ± 0.0 0.2 ± 0.0 0.8 ± 0.0 1.1 ± 0.0 0.8 ± 0.0 0.3 ± 0.0 

37 6.2 ± 0.0 5.5 ± 0.0 3.8 ± 0.0 3.7 ± 0.0 2.3 ± 0.0 1.3 ± 0.0 

38 5.9 ± 0.0 4.7 ± 0.0 3.3 ± 0.0 3.6 ± 0.0 1.7 ± 0.0 1.7 ± 0.0 

39 1.8 ± 0.0 1.2 ± 0.0 1.4 ± 0.0 2.0 ± 0.0 1.4 ± 0.0 2.3 ± 0.0 

40 0.9 ± 0.0 1.0 ± 0.0 1.0 ± 0.0 3.7 ± 0.0 1.2 ± 0.0 2.9 ± 0.0 

41 3.6 ± 0.0 3.8 ± 0.0 3.4 ± 0.0 3.5 ± 0.0 1.4 ± 0.0 2.5 ± 0.0 

43 5.8 ± 0.0 3.2 ± 0.0 1.8 ± 0.0 3.7 ± 0.0 1.2 ± 0.0 2.3 ± 0.0 

S.aureus Tiempo (h) 

36 6.2 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.8 ± 0.0 0.3 ± 0.0 

37 >24 6.3 ± 0.0 6.2 ± 0.0 6.2 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 

38 >24 6.2 ± 0.0 6.2 ± 0.0 0.0 ± 0.0 2.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 

39 6.2 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 

40 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 1.3 ± 0.0 0.0 ± 0.0 

41 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 1.5 ± 0.0 0.0 ± 0.0 

43 6.3 ± 0.0 6.2 ± 0.0 0.0 ± 0.0 3.7 ± 0.0 1.3 ± 0.0 0.0 ± 0.0 

E. faecalis Tiempo (h) 

36 4.4 ± 0.0 0.2 ± 0.0 0.8 ± 0.0 1.1 ± 0.0 0.8 ± 0.0 0.3 ± 0.0 

37 >24 6.4 ± 0.0 4.6 ± 0.0 3.5 ± 0.0 2.3 ± 0.0 1.4 ± 0.0 

38 >24 4.5 ± 0.0 4.6 ± 0.0 3.1 ± 0.0 1.6 ± 0.0 3.0 ± 0.0 

39 1.5 ± 0.0 2.6 ± 0.0 2.6 ± 0.0 1.8 ± 0.0 1.4 ± 0.0 3.8 ± 0.0 

40 1.7 ± 0.0 2.7 ± 0.0 2.6 ± 0.0 2.9 ± 0.0 1.3 ± 0.0 3.9 ± 0.0 

41 3.7 ± 0.0 2.6 ± 0.0 2.6 ± 0.0 3.0 ± 0.0 1.4 ± 0.0 3.7 ± 0.0 

43 6.2 ± 0.0 4.6 ± 0.0 4.7 ± 0.0 3.3 ± 0.0 1.1 ± 0.0 3.7 ± 0.0 

 

 

En E. coli O157:H7, los péptidos evaluados mostraron una relación clara entre la 

concentración y la duración de la inhibición. El péptido 36 mantuvo el crecimiento por 

debajo del 50% por largos periodos, incluso en bajas concentraciones (0.4 - 1.1 h entre 0.63 

- 2.5 µM), y prolongó su efecto hasta 5.4 h a 20 µM. En contraste, los péptidos 37 y 38 

extendieron la inhibición más tiempo a altas concentraciones (>24 h, respectivamente, en 20 

µM), pero redujeron notablemente su duración a dosis intermedias (2 h en 2.5 µM). Los 

péptidos 39, 40 y 41 mostraron una duración estable de 3 - 4 h en la mayoría de las 

concentraciones, aunque en 1.25 µM se observó un efecto más corto (1.1 - 1.4 h). El péptido 

43 fue el que mostró una mayor persistencia en altas dosis (8.3 h a 20 µM), pero en 

concentraciones bajas la inhibición se redujo a 1 h, lo que indica una marcada dependencia 

de la dosis. 

 

Para P. aeruginosa, el péptido 36 mantuvo inhibición muy prolongada en 20 µM (3.6 h), 

pero en bajas concentraciones como 10 - 0.63 µM la duración fue menor (0.2–1.1 h). Los 
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péptidos 37 y 38 mostraron un patrón dosis-dependiente, alcanzando duraciones de 5.8 - 4.7 

h y 24 h en altas concentraciones (10–20 µM), pero reduciéndose a 1.7 - 2.3 h en dosis bajas. 

Los péptidos 39, 40 y 41 conservaron una duración moderada de la inhibición (3 - 4 h) en 

casi todas las concentraciones, con la particularidad de que a 1.25 µM el efecto fue más 

breve (1.4 h). El péptido 43 también mostró mayor persistencia en 20 µM (6.2 h), mientras 

que en concentraciones bajas el efecto disminuyó a 1.1 - 2.5 h. 

 

Se observó en K. pneumoniae, un perfil marcado de prolongación de la inhibición con dosis 

altas. El péptido 36 alcanzó una duración de 3.7 h en 20 µM, mientras que en 0.63 - 5 µM 

el efecto fue más corto (0.3 - 1.1 h). El péptido 37 mostró un efecto prolongado en 20 µM 

(6.2 h), reduciéndose a 1.3 h en 0.63 µM. Algo similar ocurrió con el péptido 38, que pasó 

de 5.9 h en 20 µM a 1.7 h en 1.25 µM. Los péptidos 39, 40 y 41 tuvieron duraciones 

relativamente constantes de 1 - 3 h en todo el rango de concentraciones, mientras que el 

péptido 43 alcanzó 5.8 h en 20 µM, reduciéndose a 1.2 - 2.3 h en bajas concentraciones. 

 

El comportamiento de S. aureus fue particular: varios péptidos mostraron inhibición 

inmediata y prolongada en bajas dosis, mientras que en altas la duración fue corta o nula. El 

péptido 36 prolongó el efecto hasta 6.2 h en 20 µM, pero en concentraciones bajas (0.63 - 

2.5 µM) la inhibición se mantuvo casi nula o cercana a 0 h, salvo en 1.25 µM (0.8 h). Los 

péptidos 37 y 38 mostraron una inhibición durante las 24 h a 20 µM, pero a 10 - 5 µM 

lograron extender la inhibición hasta 6.2 h, reduciéndose a valores nulos en dosis bajas. El 

péptido 39 mostró una inhibición completa y sostenida en casi todas las dosis, con tiempos 

de 6.2 h a 20 µM y ausencia de crecimiento en concentraciones intermedias y bajas. Los 

péptidos 40, 41 y 43 presentaron un perfil similar: sin efecto a 20 µM, pero con duraciones 

más largas (hasta 6.3 h) en dosis intermedias, y ausencia de inhibición en las más bajas. Esto 

sugiere una respuesta inversa a la concentración en S. aureus. 

 

En E. faecalis, el péptido 36 mantuvo la inhibición durante 4.4 h en 20 µM, pero en bajas 

concentraciones el efecto se redujo a 0.2 - 1.1 h. Los péptidos 37 y 38 alcanzaron valores 

altos en 20 µM (24 h), pero a dosis menores la duración fue de 1.6 -3.5 h. Los péptidos 39 

y 40 mostraron duraciones intermedias, de 1.5 - 2.9 h en casi todo el rango, con una ligera 

prolongación en 0.63 µM (3.8 - 3.9 h). El péptido 41 presentó una duración estable alrededor 

de 2.6 - 3.7 h, sin gran variación por concentración. Finalmente, el péptido 43 se mantuvo 

como el de mayor persistencia en altas dosis (6.2 h a 20 µM), reduciéndose a 1.1 h en bajas 

concentraciones. 

 

En general, los péptidos catiónicos evaluados mostraron una dependencia clara entre la 

concentración y el tiempo durante el cual la inhibición del crecimiento bacteriano se 

mantuvo por debajo del 50%. En la mayoría de los casos, las concentraciones altas 

prolongaron la duración de la inhibición, aunque en algunas bacterias como S. aureus se 
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observó un patrón inverso, donde las dosis intermedias generaron los efectos más sostenidos. 

Con base en estos hallazgos, el siguiente paso será determinar si la inhibición observada 

corresponde únicamente a un efecto bacteriostático un efecto bactericida. 

 

8.8 Evaluación de la naturaleza de la actividad antimicrobiana 

de los péptidos: Efecto Bacteriostático o Bactericida. 

Tras el ensayo en placas de agar se observó un efecto bactericida en bacterias Gram 

negativas y un efecto bacteriostático en Gram positivas. Esto permite inferir que el que el 

péptido 37 ejerce una acción diferencial según la estructura de la pared bacteriana a esa 

concentración de bacterias. 

 

Figura 15. Efecto del péptido 37 (20 µM) sobre bacterias patógenas. Se observa un efecto bactericida en las Gram 

negativas (E. coli (B1). P. aeruginosa (B2) y K. pneumoniae (B3)). evidenciado por la ausencia de crecimiento tras la 
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reinoculación. mientras que en las Gram positivas (S. aureus (B4) y E. faecalis(B5)) se evidenció un efecto bacteriostático. 

con inhibición del crecimiento sin eliminación total de la población bacteriana. 

En efecto bactericida en Gram negativas, posiblemente puede ser atribuido a su arquitectura 

celular: una delgada capa de peptidoglicano y la presencia de una membrana externa rica en 

lípidos y moléculas cargadas que favorecen la interacción electrostática con el péptido 

catiónico. Esta afinidad facilita la inserción en la bicapa, la desestabilización de la membrana 

y la consecuente lisis celular, generando muerte bacteriana. Por el contrario, en Gram 

positivas se observa un efecto bacteriostático, donde posiblemente la gruesa capa de 

peptidoglicano actúa como una barrera física que restringe el acceso del péptido a la 

membrana citoplasmática, reduciendo su capacidad de causar daño estructural directo.  

Estos hallazgos son consistentes con estudios previos que reportan que la eficacia de los 

péptidos antimicrobianos depende no solo de su estructura catiónica y anfipática, sino 

también de las propiedades fisicoquímicas de la membrana blanco. Desde el punto de vista 

clínico, este comportamiento diferencial resulta relevante, ya que sugiere que el péptido 37 

podría ser utilizado como una estrategia bactericida frente a infecciones por Gram negativas 

multirresistentes; mientras que en Gram positivas podría emplearse como un agente de 

control del crecimiento bacteriano, potencialmente en combinación con otros antibióticos. 

Por ello se quiere tratar de observar efectos sobre la membrana bacteriana con el tratamiento 

de los péptidos a través de microscopia. 

 

8.9 Visualización y localización de un péptido rodaminado en la 

superficie bacteriana por Microscopía de Fluorescencia. 

Con el fin de evaluar si el péptido presentaba una interacción específica con las bacterias, se 

empleó el péptido 38 marcado con rodamina, esto, por haber mostrado un alto potencial 

antimicrobiano en las pruebas anteriores y porque se encontraba dentro de los péptidos 

marcados (36, 38 y 41). 
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Figura 16. Microscopía de fluorescencia y contraste de fase de bacterias Gram negativas y Gram positivas sin tratamiento 

(control) y tratadas con el péptido 38 rodaminado a 20 µM. La fluorescencia de color rojo muestra que el péptido 

posiblemente se está uniendo o interactuando con la membrana bacteriana. Barra de escala: 50 µm. objetivo 20X. 
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En algunas cepas bacterianas, como P.aeuruginosa y K.pneumoniae se utilizó una mayor 

concentración de péptido rodaminado ya que la concentración de bacterias medidas por la 

OD fue más alta. Las observaciones de microscopía evidenciaron una posible interacción 

directa con la membrana bacteriana. Esto, sugiere una posible unión superficial o que 

incluya un proceso de inserción en la bicapa lipídica, sin embargo, experimentos adicionales 

permitirán definir el rol exacto de los péptidos con estas bacterias.  
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CAPÍTULO II. RELACIÓN ENTRE PROPIEDADES 

FISICOQUÍMICAS Y ESTRUCTURALES DE LOS 

PÉPTIDOS Y ESPECIFICIDAD BIOLÓGICA 

 
8.10 Medición de la afinidad del péptido por fases orgánicas o 

acuosas mediante Coeficiente de Partición 

Los resultados obtenidos muestran que tanto en la fase acuosa como en la fase  orgánica 

existen cambios en la cantidad de partículas absorbidas tras el tratamiento con péptidos, lo 

que sugiere una alta lipofilicidad y, por tanto, una marcada afinidad de estos compuestos por 

la fase orgánica, análoga a la membrana celular. Para visualizar con mayor precisión ese 

corrimiento, se dividió el gráfico en fase orgánica y acuosa. 
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Figura 17. Espectros de absorbancia de coeficiente de partición en presencia del péptido rodaminado en un sistema aceite 

de oliva y PBS como modelo de membrana. A). Espectro de la muestra con y sin péptido 38 en fase acuosa y fase orgánica, 

con sus respectivos controles (PBS, agua, péptido en solución acuosa y aceite de oliva). B). Espectro de la muestra de fase 

acuosa y orgánica con el péptido, en donde se evidencia una disminución de partículas en la fase acuosa y un incremento 

en la fase orgánica, indicando redistribución o desagregación de partículas. Concentración final de los péptidos: 10 µM. 

 

 

Los controles (PBS, agua, péptido en solución acuosa y aceite de oliva) mostraron que tanto 

el agua, como el PBS y el aceite de oliva no presentan partículas en suspensión. En cambio, 

la solución con péptidos sí contiene partículas, aunque de tamaño relativamente pequeño, 

ya que la dispersión de la luz observada no fue elevada. 

Al realizar las mezclas de aceite con la fase acuosa en presencia del péptido rodaminado, se 

evidenció que este rompe la emulsión o disminuye el número de partículas grandes, 
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generando partículas más pequeñas, lo cual se reflejó en los cambios de absorbancia 

registrados. Un comportamiento similar se observó en la fase acuosa.  

En conclusión, el péptido tiene la capacidad de desestabilizar la emulsión o microemulsión 

formada, aunque el mecanismo exacto de este fenómeno aún no se comprende del todo. Si 

bien los datos no permiten inferir de manera directa el mecanismo de acción, sí constituyen 

un punto clave para confirmar la afinidad de los péptidos por ambientes lipídicos, lo que 

respalda su potencial interacción con membranas bacterianas. 

 

8.11 Determinación del tamaño hidrodinámico de péptidos en 

Medios Acuosos y Orgánicos por Dispersión Dinámica de la 

Luz (DLS). 

El análisis por DLS confirmó que el péptido 38 modifica de manera significativa la 

organización de las fases acuosa y orgánica. El agua mostró partículas homogéneas 

pequeñas, mientras que el aceite presentó poblaciones muy grandes y heterogéneas. En 

contacto agua–aceite, ambas fases incrementaron el tamaño de partículas, evidenciando 

agregación. Con la adición del péptido 38, la fase acuosa redujo notablemente su tamaño 

promedio y se homogenizó, sugiriendo un efecto solubilizante o estabilizador. En la fase 

orgánica, aunque se redujo el tamaño global, se mantuvo una distribución bimodal y 

heterogénea, lo que indica que el péptido puede interactuar parcialmente con agregados 

lipídicos sin desestabilizarlos por completo. 
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Figura 18. Efecto del péptido 38 sobre el tamaño hidrodinámico de las fases acuosa y orgánica. El análisis de DLS mostró 

el promedio de tamaño de partícula para cada condición. En la fase acuosa, no se observaron diferencias significativas en 

el tamaño promedio al comparar la condición sin péptido (FA) y con péptido (FA + Péptido 38) (ns, p > 0.05). En contraste, 

en la fase orgánica se evidenció un incremento altamente significativo en el tamaño promedio de partícula al adicionar el 
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péptido (FO vs. FO + Péptido 38, ****p < 0.001) y con mismo valor de p, comparando FA + Péptido 38 vs. FO + Péptido 

38 respecto a las fases sin y con péptido, teniendo los controles de aceite y agua. 

La prueba t de Student mostró que entre la fase orgánica y la acuosa se obtuvo un valor de 

p = 0.0001 (****), indicando una diferencia altamente significativa. En la comparación de 

la fase acuosa con y sin péptido se observó un valor de p = 0.1739 (ns), lo cual no representa 

una diferencia significativa. En contraste, la comparación de la fase orgánica con y sin 

péptido arrojó un valor de p = 0.0001 (****), evidenciando una diferencia altamente 

significativa. 

El análisis por DLS mostró que el péptido 38 interactúa tanto con la fase acuosa como con 

la orgánica. En agua, promueve la disolución y homogeneización de partículas, mientras que 

en la fase orgánica se asocia con micelas o agregados lipídicos sin desestabilizarlos por 

completo. Este comportamiento anfipático respalda su afinidad por entornos lipídicos y 

explica en parte su eficacia antimicrobiana frente a bacterias Gram negativas. No obstante, 

será necesario confirmar si mantiene su estructura en distintos solventes y correlacionar 

estos hallazgos con los obtenidos por dicroísmo circular. 

 

8.12 Análisis de la estabilización conformacional (Hélice α) de 
péptidos en diferentes solventes mediante Espectroscopía 
Infrarroja de Reflectancia Total Atenuada (IR-ATR) 

Se presentan los datos correspondientes a un análisis de deconvolución espectral  donde se 

separan las contribuciones de estructuras secundarias, en este caso hélice α, cuando el 

péptido se disuelve en diferentes solventes, por lo cual la estructura del péptido puede verse 

afectada, los valores se encuentran en el anexo 11.2. 
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Figura 19. Distribución porcentual de las estructura secundaria de helice alfa del péptido 37 en diferentes condiciones de 

solvente (H₂O, PBS, SDS, Tritón y Tris). Los porcentajes se obtuvieron mediante deconvolución espectral en la región de 

amida I, mostrando la contribución relativa de hélice α. 
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En agua, el péptido mostró un 18% de contenido en hélice α, mientras que en PBS este valor 

aumentó hasta 25%, indicando una mayor estabilización de dicha conformación. En 

contraste, en presencia de detergentes como SDS y Tritón X-100, la contribución de hélice 

α disminuyó drásticamente (2% y 0,65%, respectivamente). En Tris, también se detectó un 

bajo porcentaje de esta estructura. En conjunto, estos resultados confirman que la 

conformación del péptido 37 depende fuertemente del medio, con una clara preferencia a 

adoptar estructura α-helicoidal en agua y PBS. 
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Figura 20. Distribución porcentual de helice alfa del péptido 38 en diferentes condiciones de solvente (H₂O, PBS, SDS y 

Tris). Los porcentajes se obtuvieron mediante deconvolución espectral en la región de amida I, mostrando la contribución 

relativa de hélice α. 

 

 

El péptido 38 también mostró un perfil conformacional altamente dependiente del medio. 

La gráfica evidencia que la conformación helicoidal del péptido en PBS, se observa la mayor 

proporción de hélice α (~55%), lo que sugiere que los componentes salinos estabilizan esta 

estructura, mientras que en agua el valor es intermedio (~25%), indicando una tendencia 

parcial hacia la helicidad. En contraste, en SDS y Tris la helicidad es mínima (<5% y cercana 

a 0%, respectivamente), reflejando que estos entornos no favorecen la estabilización de la 

estructura secundaria. En conjunto, los datos confirman que la estabilidad estructural del 

péptido se potencia en medios fisiológicos como PBS, mientras que detergentes y tampones 

como Tris promueven conformaciones desestructuradas. 
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Figura 21. Distribución porcentual de las estructura de helice alfa del péptido 43 en diferentes condiciones de solvente 

(H₂O, PBS, SDS y Tris). Los porcentajes se obtuvieron mediante deconvolución espectral en la región de amida I, 

mostrando la contribución relativa de hélice α. 

 

 

 

En PBS se alcanza el mayor porcentaje de hélice α (~23%), lo que indica que este tampón 

estabiliza mejor la estructura secundaria. En agua, la helicidad es intermedia (~15%), 

reflejando una tendencia parcial a mantener la conformación helicoidal. Por el contrario, en 

SDS la helicidad disminuye drásticamente (~3%), y en Tris es prácticamente nula, lo que 

evidencia que estos entornos desestabilizan la estructura. En conjunto, los datos sugieren 

que condiciones fisiológicas como PBS favorecen la formación de hélice α, mientras que 

detergentes y tampones como Tris promueven estructuras desordenadas.  

En conjunto, los resultados obtenidos evidencian que la conformación y el comportamiento 

del péptido están fuertemente condicionados por el entorno químico. En agua, el péptido 

tiende a mantener cierta helicidad. En PBS, el comportamiento es aún más marcado, con el 

mayor porcentaje de hélice α, en Tris, por el contrario, la helicidad es muy baja, lo que, 

sugiriendo un entorno poco favorable para la organización del péptido, seguramente 

relacionado por las cargas positivas del solvente que repelen con las cargas del péptido. 

Finalmente, en presencia de detergentes, el péptido se comporta de manera diferencial: con 

SDS se observa una pérdida casi total de helicidad; mientras que con Tritón X-100 los 

cambios son intermedios. Estos hallazgos en conjunto confirman que el péptido catiónico y 

anfipático responde de forma dinámica a la naturaleza del solvente, mostrando un equilibrio 

en la adopción de estructuras secundarias que depende críticamente del medio en el que se 

encuentra. 
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8.13 Evaluación del Perfil de Solvatación de péptidos mediante 
fluorescencia de un péptido rodaminado 

Se realizó un ensayo de fluorescencia con el péptido 38 marcado con rodamina, empleando 

un termociclador configurado en el canal Texas Red. El objetivo fue evaluar la orientación 

de las regiones hidrofóbicas e hidrofílicas durante la agregación. Para ello se utilizaron como 

solventes agua, Tris y PBS, en concordancia con los análisis previos de IR-ATR, además de 

bajas concentraciones de detergentes, aceite (simulación de ambiente de membrana) y 

exposición a cargas negativas para explorar los posibles modos de agregación.  
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Figura 22. Efecto de diferentes solventes y aditivos sobre el perfil de solvatación del péptido 37. El gráfico muestra el 

cociente de fluorescencia relativa (RFU) obtenido a 20 °C en agua, agua con SDS, agua con Tritón, agua con aceite y aceite 

solo. 0.0142. La significancia contra el control se especifica **p < 0.01, ***P < 0.005, y ns, no presenta significancia 

respecto al agua con péptido. 

 

 

 

El ensayo de fluorescencia reveló que la intensidad de emisión del péptido catiónico 

anfipático depende del entorno. En agua y en el sistema agua–aceite se registró una señal 

elevada, lo que indica que la rodamina permanece protegida del solvente. Con SDS la 

fluorescencia disminuyó drásticamente, sugiriendo la división de agregados y exposición 

del fluoróforo, mientras que con Tritón X-100 se obtuvo una respuesta intermedia, sin 

diferencias significativas respecto al agua. El control con aceite solo mostró fluorescencia 

mínima, correspondiente al nivel basal del sistema. 
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Figura 23. Efecto de diferentes solventes y aditivos sobre la estabilidad térmica del péptido 38. El gráfico muestra el 

cociente de fluorescencia relativa (RFU) obtenido a 20 °C en PBS, PBS con SDS, PBS con Tritón, PBS con aceite y aceite 

solo. Con significancia, **p < 0.01; ***p < 0.005, ****p < 0.0005 respecto al PBS con péptido. 

 

 

En PBS, la señal de fluorescencia sugiere que la rodamina se encuentra parcialmente 

expuesta al medio acuoso, aunque con cierto grado de protección. En presencia de SDS, la 

fluorescencia aumentó notablemente, indicando que el fluoróforo queda resguardado del 

agua. Con Tritón X-100 la exposición fue menor, mientras que en el sistema PBS–aceite se 

registraron valores intermedios, reflejando una mayor exposición al agua. Estos resultados 

sugieren que la rodamina tiende a orientarse hacia regiones hidrofóbicas. El control con 

aceite mostró fluorescencia mínima, atribuible al nivel basal del sistema.  
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Figura 24. Efecto de diferentes solventes y aditivos sobre la estabilidad térmica del péptido 43. El gráfico muestra el 

cociente de fluorescencia relativa (RFU) obtenido a 20 °C en Tris, Tris con SDS, Tris con Tritón, Tris con aceite y aceite 

solo. Significancia, ***p < 0.005 respecto al Tris con péptido 38. 
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En buffer Tris, el péptido mostró una fluorescencia baja, lo que indica que la rodamina 

permanece mayormente expuesta al medio acuoso. Con SDS, la fluorescencia aumentó de 

forma marcada, evidenciando protección frente al agua. En presencia de Tritón X-100 y en 

el sistema Tris–aceite se registraron valores intermedios, sugiriendo una exposición parcial 

al solvente. Finalmente, el control con aceite presentó fluorescencia mínima, 

correspondiente al nivel basal del sistema. 

El análisis comparativo en agua, Tris y PBS mostró que el comportamiento del péptido 

depende fuertemente del entorno. En agua, la fluorescencia fue alta, indicando cierta 

protección de la rodamina, mientras que en Tris y PBS la señal inicial fue menor, reflejando 

una mayor exposición al medio acuoso. En todos los casos, la adición de SDS produjo el 

efecto más evidente: la fluorescencia aumentó. Con Tritón X-100 se observa una exposición 

parcial al agua. En conjunto, los resultados confirman que el péptido catiónico anfipático 

modula su orientación según el solvente, pero en todos los entornos tiende a asociarse con 

regiones hidrofóbicas, ajustando su grado de inserción al tipo de sistema de agregación 

presente. 

 

8.14 Evaluación de la tendencia a la Agregación de péptidos en 

Diferentes Solventes mediante Dispersión Dinámica de Luz 

(DLS). 

El análisis por DLS mostró que la agregación de los péptidos depende del medio. En PBS, 

el control presentó partículas pequeñas (124 nm), pero la adición de péptidos incrementó 

notablemente el tamaño (712–898 nm), sugiriendo que la fuerza iónica favorece la 

agregación. En Tris, incluso el control exhibió tamaños elevados (749 nm), que aumentaron 

con los péptidos (842–1.572 nm), indicando que también promueve agregados. En ambos 

tampones se registraron PDIs altos, confirmando una marcada dispersión de los tamaños de 

las partículas. 

En PBS se observó un aumento significativo del radio hidrodinámico al adicionar  los 

péptidos 37, 38 y 43 en comparación con el control sin péptido. Mientras el PBS solo 

presentó partículas de pequeño tamaño (<100 nm), la incorporación de los péptidos generó 

agregados de gran tamaño, con radios hidrodinámicos superiores a 600 nm y alta dispersión 

en las medidas. Estos resultados evidencian que, en condiciones de tampón PBS, los tres 

péptidos tienden a formar agregados estables de gran tamaño, lo que concuerda con la 

hipótesis de su propensión a la auto asociación en medios acuosos salinos.  
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Figura 25. Tamaño de péptidos catiónicos anfipáticos antimicrobianos en soluciones tampón. En los cuales se muestra 

una diferencia significativa p ≤ 0,05 en las muestras de PBS + Péptido 37, PBS + Péptido 38, PBS + Péptido 43 respecto 

al PBS. 

 

 

 

En contraste, el comportamiento en SDS fue distinto. Este tensioactivo aniónico mostró 

tamaños reducidos en ausencia de péptidos (134 nm) y respuestas diferenciadas al 

adicionarlos: SDS+P43 mantuvo un tamaño bajo (125 nm), sugiriendo solubilización en 

micelas; SDS+P37 alcanzó un tamaño intermedio (413 nm), mientras que SDS+P38 formó 

agregados mayores (907 nm). Los valores de PDI respaldan esta tendencia: SDS solo 

presentó un valor elevado (0,675), que disminuyó notablemente con P37 y P43 (0,226 y 

0,145), indicando poblaciones más homogéneas, mientras que con P38 se mantuvo en un 

nivel intermedio (0,490). En conjunto, los resultados sugieren que SDS solubiliza 

selectivamente ciertos péptidos, en particular P37 y P43, favoreciendo una dispersión más 

uniforme. 
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Figura 26. Tamaño de péptidos catiónicos anfipáticos antimicrobianos disueltos en SDS, un detergente de carácter 

aniónico. No hay diferencias significativas de los péptidos en SDS respecto al SDS solo. 
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Por su parte, Tritón (detergente no iónico e hidrofóbico, que simula entornos tipo membrana) 

mostró tamaños elevados en ausencia de péptidos (1.049 nm). Con el 43 se observó una 

fuerte reducción (191 nm), lo que sugiere incorporación en estructuras micelares o dominios 

hidrofóbicos más homogéneos. No obstante, con otros péptidos la agregación persistió 

(Tritón+P38: 996 nm; Tritón+P37: 692 nm). En términos de PDI, Tritón solo, fue altamente 

polidisperso (0.872) y la adición de péptidos no mejoró sustancialmente la dispersión (PDI 

entre 0.642 y 0.852). Esto sugiere que el efecto depende de la secuencia peptídica y no solo 

del entorno micelar. 
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Figura 27. Tamaño de péptidos catiónicos anfipáticos antimicrobianos disueltos en tritón, un solvente hidrofóbico que 

simula el ambiente de la membrana bacteriana. En los cuales se muestra una diferencia significativa p ≤ 0,05 de Tritón+P43 

frente al tritón solo. 

 

 

 

En conjunto, los resultados muestran una tendencia a la agregación en condiciones acuosas 

y en tampones (PBS y Tris), aunque la comparación entre agua y el agua + péptidos no 

evidenció diferencias significativas (p = 0,622–0,906). La elevada polidispersidad y la 

variabilidad entre réplicas podrían haber reducido la potencia estadística y enmascarado 

posibles diferencias reales. En contraste, SDS favoreció la solubilización selectiva de ciertos 

péptidos (37 y 43), reduciendo tanto el tamaño como el PDI, mientras que Tritón, por su 

naturaleza hidrofóbica, reprodujo parcialmente un entorno tipo membrana, disminuyendo el 

tamaño en algunos casos (P43), aunque sin mejorar la homogeneidad.  

La presencia de agregados grandes detectada por DLS concuerda con las observaciones en 

SEM, donde se visualizaron conglomerados muy superiores al tamaño monomérico 

esperado (1–3 nm). Funcionalmente, esta agregación podría modular la actividad biológica: 

por un lado, los agregados grandes intensificarían el daño localizado en membranas, pero a 

la vez limitarían la disponibilidad del péptido libre. Además, la formación de micelas mixtas 

ns 

* 

R
ad

io
 h

id
ro

di
na

m
ic

o
(n

m
) 



Resultados y discusión 101 

Página | 101 

 

 

 

en SDS y la inserción en dominios hidrofóbicos en Tritón sugieren mecanismos de 

interacción dependientes de membrana, posiblemente relacionados con la actividad 

bactericida y hemolítica observada. 

 

8.15 Evaluación del Tamaño y estado de Agregación de péptidos 

mediante filtración por corte molecular (cut-off) 

Para evaluar la posible agregación y tamaño de los péptidos, se realizó un ensayo de 

filtración por corte molecular utilizando membranas de 0,4 y 0,2 µm. Tras la filtración, se 

midió la absorbancia a 280 nm en las fracciones retenida y filtrada, lo que permitió 

determinar la presencia de agregados (mayor retención) o de estructuras 

pequeñas/monoméricas (mayor paso a través del filtro). Los resultados se presentan en la 

Tabla 13. 

 
Tabla 13. Datos crudos de absorbancia a 280 nm de péptidos pasados por membrana de 0,4μm y 0,2μm. Donde (I) es 

menor o igual a 0.2 o 0.4 μm y (S) la fracción mayor a 0.2 o 0.4 μm. 

 

Péptido (Filtro (μm)) ABS total ABS (I) ABS (S) 

37 (0,4μm) 0.8 ± 0,0 0.6 ± 0,0 0.6 ± 0,0 

37 (0,2μm) 0.7 ± 0,0 0.3 ± 0,0 0.5 ± 0,0 

38 (0,4μm) 0.6 ± 0,0 0.4 ± 0,0 0,6 ± 0,0 

38 (0,2μm) 0.6 ± 0,0 0.2 ± 0,0 0.3 ± 0,1 

43 (0,4μm) 0.4 ± 0,0 0.2 ± 0,0 0.3 ± 0,0 

43 (0,2μm) 0.3 ± 0,0 0.1 ± 0,0 0.2 ± 0,0 

 

 

El análisis de filtración mostró que los péptidos 37, 38 y 43 presentan una clara tendencia a 

la agregación, evidenciada por la disminución de absorbancia tras el paso por filtros de 0,2 

µm. En contraste, el péptido 38 mantuvo valores estables, indicando la presencia de 

agregados más pequeños. En conjunto, los resultados sugieren que la capacidad de 

agregación depende del tipo de péptido, siendo más marcada en el 37, 38 y 43.  
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Figura 28. A) Análisis del comportamiento de los péptidos tras la filtración en membranas de 0,4 µm y 0,2 µm. 

La cuantificación se realizó a partir de la absorbancia a 280 nm, evaluando la distribución entre la fracción filtrada (I) y la 

fracción retenida (S) para cada péptido. B) Índice de retención. Expresado como la relación entre las fracciones retenida 

y filtrada (S/I), este parámetro refleja la tendencia de los péptidos a formar agregados que quedan atrapados en los filtros. 

Un valor igual a 1 indica ausencia de agregación, mientras que valores mayores a 1 evidencian la presencia de agregados. 

 

 

 

El análisis de filtración evidenció que todos los péptidos presentan una fracción retenida en 

las membranas, destacándose el 37 y el 38 por su mayor tendencia a formar agregados de 

gran tamaño, especialmente a 0,2 µm. En contraste, el péptido 43 mostró un comportamiento 

más estable y homogéneo. El índice de retención (S/I) confirmó estas diferencias, indicando 

que los agregados de los péptidos 37 y 38 superan los 200 nm, muy por encima del tamaño 

esperado para péptidos de hasta 30 aminoácidos (1–3 nm). Para corroborar estos hallazgos 

se empleó microscopía electrónica de barrido, con el fin de visualizar la superficie, el tamaño 

de los péptidos y sus efectos sobre bacterias tratadas. 

 

8.16 Caracterización de la Interacción Péptido-Bacteria y la 
Tendencia a la Agregación de péptidos por Microscopía 
Electrónica de Barrido (SEM) 

La microscopía electrónica permitió evaluar tanto la interacción de los péptidos con las 

bacterias como la posible formación de agregados. En las imágenes preliminares sugieren 

que los péptidos tienden a formar estructuras de gran tamaño, muy superiores a su dimensión 

individual esperada (1–3 nm), lo que indica una marcada propensión a la agregación. 
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Figura 29. Micrografías electrónicas de barrido de los péptidos y su interacción con bacterias. Se observa la formación de 

agregados de péptidos de gran tamaño en comparación con su dimensión individual esperada (1–3 nm). En E. coli tratada 

con el péptido 38 y en P. aeruginosa tratada con el péptido 37 se evidencian alteraciones en la superficie celular 

compatibles con daño en la membrana. De forma similar, en E. faecalis y S. aureus expuestas al péptido 37 se observaron 

deformaciones y pérdida de la morfología típica. 
 

 

En cuanto a las imágenes alusivas a la agregación del péptido, se observa que los péptidos 

están seguramente agregándose en forma de esferas con un tamaño entre los 10-50 μm; 

tamaño que confirmaría los resultados observados tanto en el DLS como en el cut off. Siendo 

los péptidos 37 y 38 los que presentan mayores tamaños, pero igualmente heterogeneidad, 

que pueda que sea un factor relevante en la actividad antimicrobiana, sin embargo, tendrían 

que realizarse más estudios para confirmarlo. 

En cuanto al efecto del tratamiento con bacterias, se evidencia en E. coli O157:H7 tratada 

con el péptido 38 y P. aeruginosa tratada con el péptido 37, alteraciones en la integridad de 

la membrana, con zonas irregulares y deformaciones en la superficie bacteriana, sugiriendo 

disrupción de la envoltura celular. De manera similar, en E. faecalis y S. aureus expuestas 

al péptido 37 se observaron modificaciones morfológicas compatibles con daño en la 

membrana, como rugosidad, pérdida de la forma definida y presencia de estructuras 

colapsadas que imposibilitan que se dividan y posteriormente lleven a su muerte celular.  

Estos hallazgos sugieren que los péptidos ejercen una acción antimicrobiana mediante la 

afectación de la integridad de la membrana bacteriana y posiblemente en estructuras más 

complejas, lo cual podría implicar mecanismos como la formación de poros, la 

desestabilización de la bicapa lipídica, daño de motores o un efecto detergente. Además, la 

tendencia a la agregación observada de estos péptidos podría potenciar este efecto, ya que 

los agregados de mayor tamaño pueden generar un ataque localizado más intenso sobre la 

superficie bacteriana. 
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8.17 Evaluación de la estabilidad de la actividad antimicrobiana 

de péptidos en Función del pH 

Se realizó un experimento para evaluar si las variaciones de pH influían tanto en el 

crecimiento de las bacterias como en la capacidad inhibitoria de los péptidos. Para medir el 

efecto, se ajustó el pH del medio de cultivo a tres condiciones: neutro, básico (pH 9) y ácido 

(pH 5,6). 
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Figura 30. Efecto del pH en la inhibición bacteriana por péptidos antimicrobianos. Se muestra la viabilidad de crecimiento 

de Pseudomonas aeruginosa y Enterococcus faecalis tras el tratamiento con los péptidos 37, 38 y 43 en diferentes 

condiciones de pH (neutro 7.0, ácido 5.6 y básico 9.0). Los resultados se expresan como la velocidad definida en la densidad 

óptica (OD490) en función de la concentración de cada péptido, comparados con el control de crecimiento de bacterias sin 

tratamiento con el péptido. 

 

 

 

En Pseudomonas aeruginosa se observó que el crecimiento bacteriano fue más favorable en 

condiciones de pH básico (9,0), a pesar de que este valor está fuera del rango óptimo de 

crecimiento descrito en la literatura para esta bacteria. Esto indica que la bacteria presenta 

una buena tolerancia a condiciones alcalinas. En este mismo entorno se registró el mayor 

porcentaje de inhibición para todos los péptidos evaluados, lo que sugiere que el pH básico 
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favorece su actividad antimicrobiana, así como también se vio una buena actividad de los 

péptidos 37 y 38 en pH neutro. 

Por otro lado, en Enterococcus faecalis el crecimiento más evidente se presentó en 

condiciones de pH neutro (7,0), en concordancia con lo reportado como rango óptimo para 

esta especie. A pH ácido (5,6) la viabilidad de las bacterias fue reducida, y a pH básico la 

inhibición ejercida por los péptidos fue más marcada. Este comportamiento puede explicarse 

por la naturaleza catiónica de los péptidos: a pH básico, los residuos cargados negativamente 

en la superficie bacteriana se encuentran más expuestos, facilitando la interacción 

electrostática con los péptidos cargados positivamente. En contraste, a pH ácido dichas 

cargas negativas pueden neutralizarse, disminuyendo la afinidad y reduciendo el efecto 

antimicrobiano. 

Con base en los resultados, se puede concluir que el pH del medio ejerce un efecto 

determinante tanto en el crecimiento bacteriano como en la eficacia de los péptidos 

evaluados, sin embargo, no se ve una disminución importante de la actividad de los péptidos. 

En P. aeruginosa, aunque el crecimiento fue favorecido a pH básico, este mismo entorno 

potenció la acción inhibitoria de los péptidos, sugiriendo que la alcalinidad puede mejorar 

la interacción entre estos y la membrana bacteriana. En E. faecalis, el crecimiento óptimo 

se presentó a pH neutro, pero la inhibición fue mayor en condiciones básicas, lo que respalda 

la hipótesis de que el aumento de la carga negativa superficial bacteriana en medios alcalinos 

favorece la actividad antimicrobiana de péptidos cargados positivamente. En conjunto, estos 

hallazgos destacan la relevancia del pH como factor modulador en la eficacia de los péptidos 

antimicrobianos y su potencial aplicación en entornos fisiológicos o terapéuticos 

específicos. 

 

8.18 Influencia del Estado Redox (Reducido, Oxidado) y la 

Alquilación de la cisteína en la actividad antimicrobiana de 

péptidos. 

Los péptidos evaluados contienen en su secuencia una cisteína, un residuo clave debido a su 

capacidad de experimentar cambios en su estado químico mediante reducción, oxidación o 

alquilación. Estos procesos modifican la conformación del péptido al promover o impedir 

la formación de puentes disulfuro, lo cual puede influir directamente en la estabilidad 

estructural y en la disposición de sus dominios hidrofóbicos y catiónicos. Bajo condiciones 

reductoras, el péptido permanece con la cisteína en su forma libre, lo que podría conferirle 

mayor flexibilidad estructural y, en consecuencia, alterar su modo de interacción con la 

membrana bacteriana. En contraste, la oxidación favorece la formación de puentes disulfuro, 

que tienden a darle rigidez a la estructura y a estabilizar configuraciones específicas, 

posiblemente incrementando la capacidad del péptido para insertarse en membranas y 
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formar poros. Por otro lado, la alquilación de la cisteína bloquea su reactividad, eliminando 

la posibilidad de cambios conformacionales dependientes de este residuo, lo que podría 

limitar la plasticidad del péptido frente a diferentes ambientes.  

Con el fin de comprobar si estas modificaciones influían en su actividad antimicrobiana, se 

realizó un ensayo cambiando el estado de oxidación de los péptidos y evaluando su efecto 

sobre K. pneumoniae y E. faecalis, seleccionadas por presentar los valores más altos de IC50 

en las pruebas preliminares. Esta aproximación permitió explorar si los cambios en la 

estructura son esenciales o no para la actividad biológica de los péptidos, lo que aporta 

información relevante sobre el papel de este aminoácido en la relación estructura-función. 
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Figura 31. Crecimiento de K. pneumoniae y E. faecalis en presencia de los péptidos tras modificaciones en el estado redox 

de la cisteína a 24 h de incubación. Se muestran las curvas de crecimiento bacteriano (OD 490 nm) bajo tres condiciones: 

reducción (-SH libre), oxidación (puentes disulfuro) y alquilación (S-R). Los resultados evidencian diferencias en la 

actividad antimicrobiana asociadas al estado de la cisteína, donde la oxidación potencia el efecto inhibitorio, la reducción 

mantiene actividad intermedia y la alquilación reduce notablemente la eficacia. Con significancia, **p < 0.01; ***p < 

0.005, ****p < 0.0005 y ns, no hay significancia respecto al agua en condiciones oxidadas, reducidas y alquiladas que 

permite evidenciar que la inhibición de crecimiento no es efecto de los reactivos si no de los cambios estructurales del 

péptido. 

 

Los resultados muestran que los cambios en el estado químico del péptido influyen de 

manera diferenciada en su capacidad inhibitoria sobre K. pneumoniae y E. faecalis (mayor 

sensibilidad), pero con patrones consistentes entre ambas bacterias. El tratamiento con los 

péptidos 37 y 38 muestran una disminución de la OD en las formas reducida y oxidada, 

manteniendo una actividad significativa de inhibición, confiriendo estabilidad estructural y 

protegiendo al péptido frente a cambios que afectan su función, mientras que la forma 

alquilada mantiene valores más cercanos al control, lo que sugiere una pérdida significativa 

de actividad. En contraste, con el péptido 43, se observa que baja la actividad en condiciones 

reducidas y oxidadas logrando valores cercanos al control, indicando que los cambios redox 

pueden en determinados contextos favorecer interacciones que aumenten la actividad, 

mientras que el alquilado no muestra inhibición. 

 

En conjunto, estos hallazgos evidencian que la reducción y la oxidación de los péptidos 37 

y 38 actúan como un modulador estabilizante, preservando la actividad. Frente a K. 

pneumoniae se observa que presenta sensibilidad frente al péptido 37 reducido, 37 y 38 

oxidados. Mientas que E. faecalis muestra mayor sensibilidad a los péptidos 37 y 38 

reducidos y oxidados, mientras que el estado alquilado se comporta de manera más variable, 

en cuanto al péptido 43, no muestra actividad con respecto a los diferentes estados, con una 

pérdida de actividad. La consistencia del patrón observado en ambas bacterias sugiere que 

este comportamiento depende más de la química del péptido que del tipo bacteriano, lo que 

aporta información clave para comprender cómo modificaciones estructurales específicas 

pueden regular la eficacia antibacteriana, puesto que a pesar de que todos contienen 

cisteínas, los péptidos 37 y 38 poseen en su secuencia -C-A, mientras que el 43 -C-G. 

 

En los péptidos 37 y 38, la presencia de la secuencia –C–A– ubica a la cisteína junto a una 

alanina, un residuo pequeño, hidrofóbico y neutro. Esto facilita que la cisteína participe de 

manera más estable en interacciones redox (formación/ruptura de puentes disulfuro) sin 

generar impedimentos estéricos ni cambios drásticos en la conformación del péptido. Por 

eso, tanto en el estado reducido (–SH) como en el oxidado (–S–S–), los péptidos mantienen 

o incluso potencian su actividad antibacteriana. En contraste, el péptido 43 contiene la 

secuencia –C–G–, donde la cisteína está seguida de una glicina. La glicina, al ser el 

aminoácido más pequeño y flexible, introduce una mayor movilidad en la región local del  
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péptido. Esto podría desestabilizar la orientación de la cisteína, dificultar la formación de 

puentes disulfuro efectivos o alterar la estructura secundaria global.  

 

En conjunto, los resultados sugieren que la naturaleza del residuo adyacente a la cisteína 

modula críticamente el impacto de los cambios redox en la estructura y, por ende, en la 

actividad antibacteriana. El motivo –C–A– parece conferir estabilidad estructural y 

funcional, mientras que –C–G– introduce una flexibilidad excesiva que compromete la 

eficacia. 

 

8.19  Evaluación del efecto sinérgico entre el péptido y la 
ampicilina mediante un ensayo de combinación 
antimicrobiana. 

Se observaron diferencias significativas (p < 0,05) en la mayoría de las condiciones 

evaluadas para las distintas cepas bacterianas. En E. coli, no se encontraron diferencias con 

el péptido 38 frente a la ampicilina a 2 µM ni con el péptido a 5 y 10 µM; mientras que con 

el péptido 38 sí se evidenciaron diferencias, particularmente con ampicilina a 2, 4 µM y 8 

µM, con péptido a 10 µM, es decir que se observa una sinergia en la combinación de péptido 

y ampicilina, incluso con el péptido a 10 µM. 

En P. aeruginosa, gran parte de las condiciones no mostró diferencias significativas, como 

en el caso de ampicilina 8 µM + péptido 5 µM, ampicilina en combinación con todas las 

concentraciones del péptido 37, péptido 38 a 5 µM, y las combinaciones de ampicilina a 2, 

4 y 10 µM con péptido a 10 µM. Para el péptido 43, sí se observaron diferencias en 

ampicilina a 2 y 4 µM combinada con péptido a 5 y 10 µM, en ampicilina a 8 µM + péptido 

20 µM, así como en ampicilina sola a 2 y 4 µM. 

En K. pneumoniae, no se detectaron diferencias en las combinaciones de ampicilina 4 µM 

+ péptido 37 a 10 µM, ni en ampicilina a 2 µM con péptido a 10 µM; en contraste, para el 

péptido 43 se observaron diferencias en ampicilina a 2 µM + péptido a 5 µM. En S. aureus, 

el péptido 37 presentó diferencias significativas en todas las condiciones analizadas; 

mientras que con el péptido 38 no se encontraron diferencias en ampicilina a 4 y 8 µM + 

péptido 5 µM, ni en ampicilina a 2 µM + péptido 20 µM, ni en ampicilina a 2 y 4 µM solas. 

Con el péptido 43 se evidenciaron diferencias en ampicilina a 2 µM + péptido 5 µM, en 

ampicilina a 2 µM + péptido a 10 y 20 µM, así como en ampicilina a 4 µM. Finalmente, en 

E. faecalis no se observaron diferencias únicamente con el péptido 37 en combinación con 

ampicilina a 5 µM + péptido a 10 y 20 µM, ni con ampicilina a 2 µM respecto al tratamiento 

con péptido 37 a 20 µM. 
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Figura 32. Mapas de calor que representan el % de inhibición por cada cepa bacteriana con tratamiento de péptido, 

ampicilina y su conjugación en diferentes concentraciones. Donde la escala va de rojo (100% inhibición) a verde (0% de 

inhibición). 

 
 

 

En conjunto, estos hallazgos muestran que la interacción del péptido con la ampicilina puede 

clasificarse como aditiva, sinérgica o antagonista. El efecto es aditivo cuando la inhibición 

observada en la combinación corresponde aproximadamente a la suma de los efectos 

individuales; sinérgico cuando la inhibición conjunta es significativamente mayor a la 

esperada; y antagonista cuando la inhibición observada en la combinación es menor que la 

producida por cada compuesto por separado. Estos comportamientos pueden explicarse por 

dos posibles mecanismos: que el péptido facilite la entrada de la ampicilina a la célula 
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bacteriana o, en sentido opuesto, que la secuestre debido a interacciones electrostáticas 

relacionadas con su carga. 

 

CAPÍTULO III. DETERMINACIÓN DE ACTIVIDAD 

HEMOLÍTICA Y CITOTÓXICA DE LOS PÉPTIDOS 

ANTIMICROBIANOS. 

 
8.20 Evaluación de hemolisis inducida por péptidos 

antimicrobianos en eritrocitos humanos 

Se evaluó el porcentaje de hemólisis inducido por los péptidos en eritrocitos tras 40 min de 

incubación a 37 °C, utilizando un rango de concentraciones entre 0 y 80 µM. Los resultados 

mostraron que, a concentraciones altas, la mayoría de los péptidos provocaron un aumento 

significativo en la hemólisis, mientras que, al disminuir la concentración, este efecto se 

redujo de manera considerable. 
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Figura 33. Evaluación del porcentaje de hemólisis inducido por los péptidos catiónicos anfipáticos (36–43) en eritrocitos 

humanos. 
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Los resultados del ensayo hemolítico mostraron un claro efecto dosis-dependiente en la 

mayoría de los péptidos evaluados. A altas concentraciones (80 µM), los péptidos 37, 38, 

39 y 41 presentaron porcentajes de hemólisis muy elevados (≥ 86%), alcanzando casi 

hemólisis total en los casos de 37, 38 y 41 (> 95%). En contraste, el 40 mostró un 

comportamiento más seguro, con valores entre 24 - 46% y valores más altos pero menores 

al 50% para el 36 y 43. Al reducir la concentración a 40 µM, se mantuvo la tendencia: 37, 

38 y 41 continuaron siendo los más hemolíticos (> 80%), mientras que el 39 mostró 

hemólisis intermedia (66%). Por el contrario 36, 40 y 43 presentaron una hemólisis mucho 

menor (< 15%), evidenciando una mejor tolerancia en eritrocitos. En concentraciones de 20 

µM o inferiores. todos los péptidos mostraron una marcada reducción de la hemólisis (<10% 

en la mayoría), excepto 37, 38 y 41; que todavía alcanzaron entre 37–51% de hemólisis a 

20 µM, indicando una citotoxicidad más acusada incluso a dosis moderadas. 

 

Es decir que los péptidos 37, 38, 39 y 41 generan un aumento marcado de la hemólisis a 

concentraciones superiores a 40 µM, alcanzando valores cercanos al 100% a 80 µM. En 

contraste, el péptido 40 presentó el nivel más bajo de hemólisis incluso a la máxima 

concentración evaluada (80 µM), sugiriendo el mejor perfil de seguridad para eritrocitos. 

mientras que los péptidos 36 y 43 mostraron una actividad intermedia. Lo anterior sugiere 

diferencias importantes en la citotoxicidad hemolítica entre los péptidos analizados, como 

se observa en la siguiente tabla. 

 
Tabla 14. Porcentaje de hemólisis inducido por los péptidos (36–43) en eritrocitos humanos tras 40 min de incubación a 

37 °C. evaluado a diferentes concentraciones (0.63–80 µM). Los datos se presentan como media ± desviación estándar 

de la media (n=3). 
 

% Hemolisis 

Péptido → 

Concentración (µM) ↓ 
36 37 38 39 40 41 43 

80.0 46 ± 0 96 ± 0 96 ± 0 86 ± 0 24 ± 0 99 ± 0 44 ± 1 

40.0 12 ± 0 81 ± 0 84 ± 0 66 ± 1 14 ± 1 95 ± 1 8 ± 0 

20.0 6 ± 0 37 ± 1 51 ± 2 34 ± 1 10 ± 1 37 ± 1 5 ± 0 

10.0 0 ± 2 3 ± 4 8 ± 4 13 ± 1 2 ± 1 3 ± 1 2 ± 0 

5.0 0 ± 0 3 ± 0 3 ± 0 2 ± 0 1 ± 0 2 ± 0 1 ± 0 

2.5 0 ± 0 1 ± 0 1 ± 0 1 ± 0 0 ± 0 2 ± 0 0 ± 0 

1.2 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 

0.6 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 

 

 

 

En general, los datos de citotoxicidad indican que los péptidos 40 y 43 son los más seguros 

frente a eritrocitos, seguidos por el péptido 36. Por el contrario, los péptidos 37, 38 y 41 

exhiben una toxicidad significativa que es dependiente de la concentración.  
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Sin embargo, para seleccionar el mejor candidato, es crucial analizar la hemólisis en el rango 

de sus concentraciones efectivas. El péptido 37 demostró una hemólisis mínima cuando se 

evaluó al IC50, la cual osciló entre 6.08 y 12.66 µM. Aunque la hemólisis se incrementa al 

37% a una concentración alta (20 µM), las concentraciones requeridas para la actividad 

antimicrobiana son considerablemente inferiores, lo que sugiere que no generaría hemólisis 

significativa en el contexto terapéutico. Esta baja toxicidad en dosis efectivas lo posiciona 

como el mejor candidato hasta el momento, destacando la importancia de evaluar 

conjuntamente su eficacia antimicrobiana y su citotoxicidad selectiva.  

En contraste, el péptido 38 mostró una hemólisis significativa 20 µM. Dado que su IC50 se 

encuentra en un rango de concentración similar (7.49 a 16.82 µM) y basándose en su 

comportamiento concentración-dependiente, presenta un mayor potencial hemolítico al ser 

utilizado en concentraciones más altas necesarias para alcanzar la máxima eficacia.  

 

8.20.1 Determinación del Índice Terapéutico (IT) de péptidos basado 

en la hemólisis y la actividad antimicrobiana 

A partir de los resultados de hemólisis se determinó el valor de HC₅₀, lo que permitió 

establecer la concentración a la cual los péptidos inducen un 50% de lisis en eritrocitos. Este 

parámetro, en combinación con los valores de IC₅₀ frente a las bacterias evaluadas, posibilitó 

calcular el índice terapéutico (IT). Dicho índice resulta fundamental, ya que refleja el 

equilibrio entre la actividad antimicrobiana y el potencial hemolítico de los péptidos, 

permitiendo identificar cuáles de ellos poseen una ventana terapéutica más favorable para 

su desarrollo como candidatos antimicrobianos. 

Tabla 15. Índice terapéutico (IT) de los péptidos evaluados frente a bacterias Gram negativas y Gram positivas. El TI se 

calculó como la razón entre HC₅₀ (concentración de péptido que produce el 50% de hemólisis) e IC₅₀ (concentración 

inhibitoria media frente a cada bacteria). Valores más altos indican una mejor ventana terapéutica, es decir, mayor 

selectividad hacia la bacteria con menor toxicidad sobre eritrocitos. El símbolo (–) indica que no fue posible calcular el 

valor por ausencia de datos confiables de IC₅₀. 

 

ÍNDICE TERAPEUTICO (IT) 

Péptido → 

Bacteria ↓ 
36 37 38 39 40 41 43 

E. coli O157:H7 2.1 2.4 1.8 0.5 1.4 – 3.7 

P. aeruginosa 4.8 3.9 2.4 1.3 2.9 – 8.3 

K. pneumoniae 2.9 1.9 1.2 0.5 2.9 0.2 4.4 

S. aureus 1.5 2.9 2.6 0.8 2.7 – 6.0 

E. faecalis – 2.3 1.6 0.8 2.6 – 4.7 

HC50 90.0 23.7 19.6 26.9 56.1 22.2 90.0 

 

 

El análisis del TI, de la tabla 15, revela diferencias notables en el equilibrio entre la actividad 

antimicrobiana y la toxicidad hemolítica de los péptidos. En términos generales, los péptidos 
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37 y 40 mostraron un perfil consistente con TI en el rango de 1.8–3.0 frente a la mayoría de 

las cepas, destacándose como los candidatos más prometedores. En particular, el péptido 37 

alcanzó un TI de 2.9 frente a S. aureus y de 3.89 frente a P. aeruginosa, evidenciando un 

buen balance entre eficacia y seguridad. De manera similar, el péptido 40 presentó valores 

comparables, con un TI de 2.9 frente a K. pneumoniae y de 2.7 frente a S. aureus, lo que 

indica una ventana terapéutica favorable, aunque no posee una actividad antimicrobiana alta 

como la del péptido 37. 

Por otro lado, el péptido 38 presentó índices intermedios (1.2 - 2.6), lo que sugiere cierta 

eficacia, aunque con un margen de seguridad más estrecho. Los péptidos 39 y 41 mostraron 

los TI más bajos (<1 frente a varias bacterias), lo cual limita su potencial debido a un mayor 

riesgo de toxicidad. Finalmente, los péptidos 36 y 43, alcanzaron TI elevados frente a 

algunas cepas —en especial el péptido 43, con valores de 6.0 frente a S. aureus y 8.31 frente 

a P. aeruginosa—, lo que sugiere que su baja toxicidad relativa puede compensar su menor 

potencia antimicrobiana. 

En conjunto, estos resultados subrayan la importancia de considerar no solo la actividad 

antimicrobiana (IC₅₀), sino también la citotoxicidad asociada (HC₅₀), ya que el índice 

terapéutico constituye un parámetro clave para seleccionar los péptidos más prometedores 

en el desarrollo de agentes antimicrobianos. 

 

8.21 Evaluación de la citotoxicidad de péptidos en fibroblastos 

mediante el Ensayo de Viabilidad MTT 

Con el objetivo de evaluar la citotoxicidad de los péptidos sobre células del tejido conectivo 

—fibroblastos—, se realizaron ensayos de viabilidad indirecta midiendo la actividad 

metabólica mitocondrial al reducir el MTT a formazán. A continuación, en la figura 35, se 

presentan los resultados obtenidos para cada péptido en función de la concentración 

evaluada. 
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Figura 34. Porcentaje de viabilidad celular en fibroblastos tratado con péptidos 36–43 evaluado mediante ensayo de MTT 

tras 24 h de incubación. Se observa una tendencia concentración-dependiente, con mayor citotoxicidad a dosis elevadas y 

recuperación progresiva de la viabilidad en concentraciones intermedias y bajas. 

 
 

 

El ensayo muestra que los péptidos evaluados presentaron comportamientos diferenciales 

en función de la concentración. A concentraciones altas (70 - 50 µM), péptidos como 36, 

37, 38 y 39 redujeron de forma marcada la viabilidad celular (≤ 35%), mientras que 40, 41 

y 43 mantuvieron valores más elevados, aunque con cierto grado de citotoxicidad (~57- 

96%). En concentraciones intermedias (36-26µM), se observó una recuperación 

significativa de la viabilidad, con valores superiores al 60% en la mayoría de los péptidos, 

destacándose 39, 40 y 43 con más del 90% de células viables. En concentraciones bajas (18 

-9 µM), prácticamente todos los péptidos mantuvieron la viabilidad celular cercana o 

superior al 90%, sin diferencias relevantes frente al control. Estos resultados sugieren que, 

aunque algunos péptidos (36, 37, 38 y 39) presentan citotoxicidad a dosis elevadas, en 

rangos intermedios y bajos su efecto sobre fibroblastos es mínimo, mientras que 40, 41 y 43 

exhiben un mejor perfil de biocompatibilidad, especialmente 43, que mantuvo la viabilidad 

celular más estable incluso en altas concentraciones. 
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Tabla 16. Viabilidad celular de fibroblastos (%) determinada por el ensayo de MTT tras 24 h de incubación con diferentes 

concentraciones (0-70 µM) de los péptidos 36–43. Los valores se presentan como media ± desviación estándar de la media 

(n=3). 

 

Péptido → 
Concentración (µM) ↓ 36 37 38 39 40 41 43 

70 24 ± 2 34 ± 4 5 ± 3 11 ± 5 53 ± 9 4 ± 1 77 ± 8 

50 31 ± 10 50 ± 2 33 ± 5 32 ± 6 66 ± 4 18 ± 1 88 ± 7 

36 48 ± 3 82 ± 2 42 ± 5 79 ± 6 79 ± 9 56 ± 4 85 ± 1 

26 70 ± 2 82 ± 2 72 ± 4 96 ± 8 83 ± 5 71 ± 4 90 ± 1 

18 96 ± 5 100 ± 3 84 ± 4 100 ± 4 94 ± 1 81 ± 2 92 ± 3 

13 100 ± 0 100 ± 5 97 ± 7 100 ± 4 95 ± 3 79 ± 0 93 ± 2 

9 100 ± 4 94 ± 1 95 ± 4 94 ± 1 90 ± 2 84 ± 4 91 ± 5 

0 100 ± 4 100 ± 2 100 ± 2 100 ± 5 100 ± 2 100 ± 2 100 ± 6 

 

 

 

Los resultados del ensayo de MTT muestran que los péptidos poseen un perfil citotóxico 

dependiente de la concentración, lo que coincide con su naturaleza catiónica y su capacidad 

de interactuar con membranas celulares. Sin embargo, mientras que concentraciones altas 

(50-70 µM) redujeron de manera significativa la viabilidad de fibroblastos, las 

concentraciones en el rango de IC₅₀ bacterianas (6-16 µM para los péptidos más activos) no 

afectaron de forma relevante la viabilidad celular, manteniéndose en valores cercanos o 

superiores al 90%. 

Este hallazgo sugiere que péptidos como 37 y 38, además de mostrar alta eficacia 

antimicrobiana frente a bacterias Gram negativas y Gram positivas, presentan un margen de 

seguridad aceptable en células humanas, lo que los convierte en candidatos prometedores 

para un uso terapéutico. En contraste, péptidos como 36 y 39 mostraron una citotoxicidad 

más marcada incluso a concentraciones intermedias, lo que limita su potencial aplicación.  

 

8.21.1 Determinación del Índice Terapéutico (IT) de péptidos: 
correlación entre la citotoxicidad en Fibroblastos y la 
actividad antimicrobiana. 

A partir de los resultados del porcentaje de viabilidad, se calculó la concentración citotóxica 

media (CC50), estableciendo la concentración de péptido necesaria para inducir un 50% de 

daño en la línea de fibroblastos. Este parámetro de seguridad se combinó con los valores de 

IC₅₀ obtenidos frente a las cepas bacterianas evaluadas para calcular el índice terapéutico 

(IT). Dicho índice resulta fundamental, ya que refleja el equilibrio entre la actividad 

antimicrobiana y el potencial citotóxico de los péptidos. De esta manera, el IT permite 
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identificar aquellos péptidos que poseen una ventana terapéutica más favorable para su 

posible desarrollo como agentes antimicrobianos. 

Tabla 17. Índice terapéutico (IT) de los péptidos evaluados frente a bacterias Gram negativas y Gram positivas. El TI se 

calculó como la razón entre CC₅₀ (concentración de péptido que produce el 50% de viabilidad celular) e IC₅₀ (concentración 

inhibitoria media frente a cada bacteria). Valores más altos indican una mejor ventana terapéutica, es decir, mayor 

selectividad hacia la bacteria con menor toxicidad sobre fibroblastos. El símbolo (–) indica que no fue posible calcular el 

valor por ausencia de datos confiables de IC₅₀. 

 

ÍNDICE TERAPEUTICO (IT) 
 

Péptido → 

Bacteria ↓ 
36 37 38 39 40 41 43 

E. coli O157:H7 0.0 5.2 3.4 0.8 1.9 – 4.1 

P. aeruginosa 0.0 8.4 4.5 2.1 4.0 – 9.3 

K. pneumoniae 0.0 4.0 2.1 0.8 4.1 0.3 4.9 

S. aureus 0.0 6.2 4.0 1.3 3.8 – 6.6 

E. faecalis – 5.0 3.0 1.3 3.7 – 5.3 

CC50 0.1 51.4 36.8 43.9 79.1 37.7 100 

 

 

 

La Concentración Citotóxica Media (CC50), determinada en fibroblastos, varió ampliamente 

entre los péptidos. Los péptidos 40 (CC50 = 79.1 µM) y 43 (CC50 = 100 µM) demostraron 

ser los más seguros para las células eucariotas, exhibiendo la mayor tolerancia. En marcado 

contraste, el péptido 36 mostró una toxicidad extremadamente alta, con una CC50 = 0.1 µM. 

 

Los resultados revelaron una amplia variación en la tolerancia celular a los péptidos. Los 

péptidos 43 y 40 demostraron ser los más seguros para las células eucariotas, mientras que 

el péptido 36 mostró una toxicidad extremadamente alta. El Índice Terapéutico, calculado 

como la relación entre el CC50 y el IC50, es un indicador clave de la citotoxicidad selectiva. 

El análisis del posicionó a los péptidos 43 y 37 como los candidatos más prometedores, ya 

que exhibieron la mayor selectividad. El péptido 43 alcanzó un IT máximo de 9.3 frente a 

P. aeruginosa y 6.6 contra S. aureus. De manera similar, el péptido 37 mostró una excelente 

selectividad, con IT de 8.4 contra P. aeruginosa y 6.2 contra S. aureus. Por el contrario, los 

péptidos 38 y 40 presentaron una selectividad moderada. Finalmente, los péptidos 36 y 41 

mostraron la peor selectividad: el péptido 36 registró consistentemente IT de 0.0 debido a 

su alta toxicidad celular, y el péptido 41 arrojó un IT muy bajo, de 0.3 frente a K. 

pneumoniae. 
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8.22 Evaluación de la especificidad de los péptidos mediante un 

Modelo de Co-cultivo In Vitro. 

Se muestran a continuación los resultados de un ensayo preliminar cuyo objetivo fue 

comprobar que el péptido actúa selectivamente sobre bacterias sin afectar de forma relevante 

las células eucariotas cuando se encuentran en el mismo entorno. Para ello se trabajó con 

dos líneas celulares, HEK 293 y A549. Los resultados permiten comparar la condición con 

bacterias y células, frente a la condición con bacterias, células y péptido. Las células HEK 

293 fueron expuestas a E.coli O157:H7 (B1) y P. aeruginosa (B2), mientras que las A549, 

por ser una línea de células cancerígenas de pulmón, se probaron con bacterias que provocan 

afectaciones pulmonares, como lo son K. pneumoniae (B3) y S. aureus (B4). 

Es de resaltar que el ensayo preliminar se realizó utilizando la tinción con rojo neutro para 

evaluar la viabilidad de células HEK 293 y A549 en cocultivo con bacterias en presencia o 

ausencia del péptido, sin embargo, el colorante también fue retenido por las bacterias, de 

manera que los valores de absorbancia reflejan tanto la contribución de las células como la 

de los microorganismos. 
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Figura 35. Ensayo preliminar de especificidad del péptido frente a diferentes bacterias en cocultivo con células HEK y 

A549. Se muestran los valores de absorbancia (λ = 540 nm) para las condiciones con bacterias solas (B1: E. coli O157:H7, 

B2: P. aeruginosa, B3: K. pneumoniae, B4: S. aureus), bacterias con células y bacterias con células en presencia del 
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péptido. Los datos representan el promedio ± desviación estándar de los ensayos independientes. Con significación 

*p<0.05**p < 0.01; ***p < 0.005, ****p < 0.0005 y ns, no hay significancia respecto al control de célula y bacterias solas. 

 

 

En el ensayo de cultivo con células HEK 293, se observó que ninguno de los tres péptidos 

evaluados afectó de manera significativa la viabilidad celular a la concentración utilizada, 

indicando que no presentan citotoxicidad en estas condiciones. Sin embargo, al evaluar el 

cocultivo con la bacteria 1 y células HEK 293, los péptidos 37 y 38 redujeron 

significativamente la viabilidad bacteriana en comparación con las bacterias solas o en 

cocultivo con HEK 293, lo que sugiere una actividad antibacteriana efectiva, estos 

resultados fueron confirmados por microscopía. El péptido 43 en cambio mostró un 

comportamiento distinto, ya que incluso en presencia de bacterias disminuyó la viabilidad 

de las células HEK 293, evidenciando un posible efecto citotóxico. En el caso de la bacteria 

2 en cocultivo con células HEK 293, no se observaron diferencias notorias entre los 

tratamientos con los péptidos y los controles, lo que sugiere que, bajo estas condiciones, 

ninguno de los compuestos evaluados fue capaz de alterar la viabilidad bacteriana.  

 

Por otra parte, en cultivos de células A549, los péptidos 37 y 43 no ejercieron ningún efecto 

detectable, mientras que el péptido 38 provocó una ligera disminución de la viabilidad. Cabe 

resaltar que las células A549 corresponden a una línea tumoral, lo que podría explicar en 

parte esta respuesta diferencial. Finalmente, en el cocultivo con la bacteria 3 y células A549, 

los tres péptidos mostraron una clara disminución en la viabilidad, sugiriendo un efecto 

antibacteriano, aunque en el caso del péptido 38 se observó una alta variabilidad en los datos 

que limita una interpretación concluyente. Para la bacteria 4, no se encontraron diferencias 

significativas en presencia de ninguno de los péptidos evaluados.  

 

En conjunto, estos resultados sugieren que los péptidos 37 y 38 presentan una actividad 

antibacteriana selectiva, mientras que el péptido 43 podría afectar negativamente la 

viabilidad de células no bacterianas, lo que implica posibles limitaciones en su uso. Todas 

estas conclusiones se sustentan en los análisis estadísticos (prueba t de Student).  

 

A continuación, se muestran las micrografías, en las que se pudo observar que las células no 

pierden su morfología al estar en contacto con las bacterias, ni tampoco presentan 

alteraciones evidentes cuando se encuentran en presencia de los péptidos. Estos hallazgos 

respaldan los resultados obtenidos con el ensayo de rojo neutro, sugiriendo que, bajo las 

condiciones evaluadas, los péptidos no ejercen un efecto citotóxico significativo sobre las 

células eucariotas, aun cuando se encuentren en un ambiente compartido con las bacterias. 
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Figura 36. Micrografías representativas en microscopía de transmisión y fluorescencia. Se muestran: 1. Células en cultivo 

sin tratamiento (control), 2. Bacterias solas (E.coli en HEK y k.pneuminiae en A549), 3. Células en co-cultivo con bacterias, 

4 y 5. Células en co-cultivo con bacterias y péptido sin y con fluorescencia. 

 

 

En conjunto, los hallazgos respaldan la hipótesis de que el péptido es capaz de actuar 

selectivamente sobre bacterias sin comprometer de forma importante a las células 

eucariotas. 
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CORRELACIÓN DE  LA ACTIVIDAD 
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CON EL CONTENIDO DE 

Con el fin de dar respuesta a la pregunta de investigación y de comprobar la hipótesis 

planteada, se realizó una correlación entre los valores del IC50, el contenido helical y la 

hemolisis, para cada bacteria y por cada uno de los péptidos.  
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Figura 37. Gráficos de dispersión que muestran la relación entre IC₅₀, y el porcentaje de helicicidad para los péptidos 

evaluados frente a E. coli O157:H7, P. aeruginosa, K. pneumoniae, S. aureus y E. faecalis. 

 

 

 

No se refleja de manera directa una relación entre el % de helicicidad y la actividad 

biológica. De hecho, en el caso de la actividad antimicrobiana, se esperaba una correlación 

negativa entre el porcentaje helical y el IC₅₀; no obstante, los coeficientes obtenidos fueron 

bajos en comparación con la hemólisis (E. coli: -0,48; P. aeruginosa: -0,39; K. pneumoniae: 

-0,10; S. aureus: -0,31; E. faecalis: -0,41). Esto sugiere que, además de la simple interacción 

con la membrana, existen otros factores que influyen en la eficacia biológica de los péptidos. 

Entre estos factores podrían encontrarse la degradación por enzimas bacterianas o la 

neutralización de residuos clave debido a sustituciones en la secuencia, los cuales 

desempeñarían un papel esencial en la actividad. 
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Figura 38. Gráfica de correlación entre el porcentaje de helicicidad y el porcentaje de hemolisis de los péptidos. 
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Se observó en la figura 37, una correlación positiva entre la hemólisis y el porcentaje de 

hélice α (r = 0,5 lo que indica que una mayor helicidad favorece la interacción con 

membranas, incluyendo las de eritrocitos. 

En conjunto, aunque existe cierta relación entre la actividad antimicrobiana y la hemólisis, 

cómo se observa en el anexo 11.3, esta es menor que la observada entre la hemólisis y la 

helicidad, lo que evidencia que la actividad antibacteriana involucra mecanismos 

adicionales más allá de la afinidad por la membrana. Es relevante destacar que, en general, 

los péptidos tienden a adoptar conformaciones helicoidales, lo cual favorece la actividad; 

sin embargo, este no es el único factor determinante. Sin embargo, estudios previos han 

mostrado que péptidos no helicales ricos en prolina carecen de eficacia antimicrobiana, lo 

que refuerza la importancia de la estructura secundaria en la actividad biológica.  

Cabe resaltar que también existe una relación entre la secuencia de aminoácidos y la 

actividad antimicrobiana. Esto se evidenció al modificar el estado de oxidación de la cisteína 

(C), cuyo átomo de azufre puede formar puentes disulfuro que estabilizan estructuras 

secundarias (como láminas β o hélices α), modulando así la estabilidad conformacional y, 

en consecuencia, la actividad antimicrobiana, particularmente cuando está seguida por un 

residuo de alanina (A). Asimismo, las cargas positivas de los residuos catiónicos de lisina 

(K) favorecen la interacción electrostática con los fosfolípidos cargados negativamente de 

las membranas bacterianas. Por otro lado, la alanina (A) y la leucina (L), al ser aminoácidos 

hidrofóbicos, contribuyen a la flexibilidad estructural del péptido y permiten la adopción de 

conformaciones anfipáticas que facilitan la permeabilización de las membranas. Finalmente,  

el triptófano (W) podría desempeñar un papel clave como residuo anfipático en la inserción 

y estabilización del péptido en la membrana, una hipótesis que merece ser explorada en 

estudios posteriores. 
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Conclusiones y perspectivas 

 
9.1 Conclusión general 

Se determinó que la mayoría de los péptidos presentan una actividad antibacteriana, sin 

embargo, son los péptidos 37 y 38 los que muestran una alta actividad para las cepas 

evaluadas. Por otra parte, se determinó que no hay una correlación directa entre la estructura 

helicoidal de los péptidos y su actividad antimicrobiana. No obstante, los cambios de 

aminoácidos frente al péptido original si favoreció la actividad antimicrobiana, identificando 

aminoácidos clave que influyen en dicha actividad, tales como lisina, cisteína, leucina, 

alanina y triptófano, los cuales participan en la interacción electrostática, estabilidad 

estructural y propiedades anfipáticas del péptido. 

 

9.2 Conclusiones específicas 

Los péptidos 37 y 38 mostraron la mayor actividad antibacteriana, superando incluso al 

péptido original 43. Se obtuvieron valores de IC₅₀ entre 6,08 y 16,82 μM frente a las cinco 

cepas, destacando la sensibilidad de P. aeruginosa al péptido 37 (IC₅₀ = 6,08 μM) y de S. 

aureus al péptido 38 (IC₅₀ = 7,49 μM). La cepa más resistente fue K. pneumoniae (IC₅₀ = 

12,66 μM). A concentraciones de 20 μM, se observó efecto bactericida en Gram negativas 

y un efecto principalmente bacteriostático en Gram positivas.  

El análisis global evidenció que las propiedades fisicoquímicas —carga neta, hidrofobicidad 

y estructura tridimensional— determinan tanto la eficacia antimicrobiana como la 

especificidad de acción. Una carga positiva alta favorece la interacción con membranas 

bacterianas cargadas negativamente; un balance adecuado de hidrofobicidad facilita la 

inserción en la bicapa lipídica sin inducir agregación excesiva ni hemólisis; y la estructura 

helicoidal anfipática, aunque relevante, no se correlaciona de forma lineal con la actividad, 

actuando en conjunto con los otros parámetros. 

El cálculo del índice terapéutico mostró que el péptido 37 combina alta actividad 

antibacteriana con una de las ventanas terapéuticas más amplias, lo que lo posiciona como 

el candidato más prometedor para desarrollo farmacológico. El péptido 38 también presentó 
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una actividad elevada, aunque con una ventana de seguridad más estrecha, lo que sugiere la 

necesidad de optimización. 

En términos de seguridad, a la concentración de 20 μM (la más utilizada en los ensayos 

antimicrobianos), los péptidos mantuvieron más del 80% de viabilidad en fibroblastos. 

Además, no se detectó citotoxicidad significativa en líneas celulares HEK y A549, lo que 

confirma su especificidad hacia bacterias. 

 

9.3 Recomendaciones 

Se recomienda profundizar en los experimentos de reducción, oxidación y alquilación de la 

cisteína, ya que estos cambios demostraron influir en la conformación de los péptidos y, en 

consecuencia, en su actividad antimicrobiana. Una evaluación más detallada de los estados 

redox permitirá esclarecer el papel de los enlaces disulfuro en la estabilidad estructural y 

funcional de los péptidos. Así mismo, se sugiere considerar el uso de solventes como PBS, 

que favorecen la estabilidad estructural y, con ello, la actividad antimicrobiana. Este tipo de 

aproximaciones facilitará la optimización de las condiciones de formulación y conservación 

de los péptidos para futuros desarrollos terapéuticos, junto con la realización de ensayos de 

citotoxicidad. 

Es necesario validar la actividad antimicrobiana de los péptidos en condiciones más cercanas 

al ambiente fisiológico, incluyendo ensayos en medios biológicos como suero o plasma, así 

como en presencia de proteínas séricas —con especial atención a enzimas proteolíticas 

(tripsina, quimotripsina)—, con el fin de determinar si la eficacia observada in vitro se 

mantiene en contextos más complejos y representativos. 

Finalmente, es pertinente ampliar el panel bacteriano a cepas altamente patógenas y realizar 

estudios de sinergia con antibióticos convencionales y de farmacocinética, que contribuyan 

a proyectar la aplicabilidad clínica de estos péptidos como agentes antimicrobianos.  

 

9.4 Perspectivas 

Los péptidos 37 y 38, de acuerdo con los resultados obtenidos, presentan un potencial de 

aplicación principalmente en el ámbito tópico o desinfectante. En este sentido, podrían 

emplearse en formulaciones para piel, heridas o superficies, así como en el recubrimiento y 

esterilización de equipos e instrumentos quirúrgicos. Adicionalmente, estos péptidos 

podrían evaluarse como adyuvantes antimicrobianos, actuando como potenciadores de 

antibióticos convencionales, lo que permitiría reducir las dosis necesarias y contribuir a 

prevenir el desarrollo de resistencia bacteriana. 
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Por otra parte, se recomienda mitigar posibles efectos citotóxicos y mejorar la estabilidad 

de los péptidos mediante modificaciones en su secuencia aminoacídica. Incluso, podría 

considerarse la abreviación de la secuencia si la actividad antimicrobiana se concentra en 

motivos estructurales clave, dado que los estudios demostraron su capacidad de auto 

agregarse, lo cual abre nuevas perspectivas para su optimización estructural y funcional  
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Figura 39. Imagen del certificado obtenido en calidad de expositora del trabajo titulado Diseño De 

Un Péptido Catiónico Anfipático Que Presenta Actividad Antibacterial Especifica Contra E. Coli 

O157:H7 Y Klebsiella Pneumoniae.  
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Aceptación para la participación en calidad de presentación de póster en el Primer 

Congreso Latinoamericano de Péptidos, celebrado en Valparaíso, Chile.  

 

 

 
Figura 40. Imagen de aceptación a participación en modalidad de presentación de póster. 
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Anexos 

 
11.1 Gráficas de inhibición bacteriana. cálculo IC50 

A continuación. se presentan las gráficas de inhibición bacteriana obtenidas para cada 

péptido y sus diferentes concentraciones en un periodo de 24 h. con el propósito de 

determinar la concentración inhibitoria al 50% (IC₅₀). Dada la cantidad de gráficas generadas 

por cada cepa bacteriana. se incluyen como ejemplo representativo las correspondientes a  

E. coli. 
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Figura 41. Gráficas resultantes de la cinética de crecimiento medido durante 24 h a diferentes concentraciones de péptidos. 

de la cual se logró determinar el IC50. 

 

 

 

Se resalta que las gráficas son el resultado del tratamiento de datos donde se tomaron los datos 

de las concentraciones durante el tiempo (24 h), aplicando el modelo matemático para integrar 

todos los datos tomados por replicas técnicas. 

Las desviaciones estándar observadas para cada péptido muestran que los datos son 

consistentes y cercanos a la media en la mayoría de los casos. En cuanto a los coeficientes 

de correlación. se obtuvieron valores cercanos a 1 o 0. lo que indica que los péptidos 36, 37, 

38, 41 y 43 presentan correlaciones moderadas a fuertes. mientras que para los péptidos 39 

y 40 las correlaciones fueron más débiles. 
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11.2 Tablas con valores de deconvolución espectral, 

determinando estructuras secundarias a través de un 

análisis de IR-ATR 

Se observan los datos de la deconvolución donde se calculan las estructuras secundarias 

presentes en el péptido derivadas de los cálculos de amplitud, centro, ancho y área de un 

promedio de cuatro gaussianas. 

Tabla 18. Se muestran los porcentajes relativos de las estructuras secundarias predominantes (β-hoja, hélice α, vueltas y 

desorden) para los péptidos 37,38 y 43 en diferentes condiciones de solventes, obtenidos de los parámetros obtenidos del 

ajuste deconvolutivo de los espectros. 

 
 Péptido 37  

Condición β-hoja (%) Hélice α (%) Vueltas (%) Desorden (%) 
H2O 7,24 18,04 – 74,71 

PBS 73,17 24,88 1,95 – 

SDS 89,51 2,49 7,84 0,16 

Tris 94,71 0,07 5,23 – 
Tritón 88,17 0,64 11,18 – 

  Péptido 38   

Condición β-hoja (%) Hélice α (%) Vueltas (%) Desorden (%) 
H2O 6,26 24,82 – 68,93 

PBS 41,51 54,37 4,11 – 

SDS 84,50 3,84 11,40 0,25 
Tris – 0,06 4,67 95,27 

  Péptido 43   

Condición β-hoja (%) Hélice α (%) Vueltas (%) Desorden (%) 
H2O 12,95 15,51 – 71,54 

PBS 74,83 23,14 2,02 – 

SDS 95,71 3,20 0,54 0,54 
Tris 95,16 0,30 4,47 0,06 

 

 

Donde se puede observar mayoritariamente estructura de Lámina β y desordenado, en todos 

los péptidos, en cuanto a la hélice α, se ve mayor favorecimiento disolviendo los péptidos 

en PBS y H2O. 
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11.3 Gráficos de correlación entre los valores del IC50 y el % de 
hemólisis 
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Figura 42. Gráficos de dispersión que muestran la relación entre IC₅₀, y el porcentaje de hemolisis para los péptidos 

evaluados frente a E. coli O157:H7, P. aeruginosa, K. pneumoniae, S. aureus y E. faecalis. 
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