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RESUMEN 
 
 

TÍTULO: DESARROLLO DE NUEVOS PÉPTIDOS SINTÉTICOS 
NANOESTRUCTURADOS CON POTENCIAL ACTIVIDAD FRENTE A Pseudomonas 
aeruginosa, Staphylococcus aureus RESISTENTE A METICILINA Y Escherichia coli 
O157:H7* 
 
AUTOR: JENNIFFER CRUZ LAITÓN** 
 
PALABRAS CLAVES: PÉPTIDOS ANTIMICROBIANOS, NANOENCAPSULACIÓN, 
RESISTENCIA BACTERIANA, ENFERMEDADES INFECCIOSAS 
 
DESCRIPCIÓN: En este trabajo de investigación doctoral se diseñaron, sintetizaron y 

caracterizaron 18 nuevos péptidos con un amplio espectro de propiedades 

antibacterianas, utilizando la estrategia F-moc en bolsas de té. Los péptidos 

antimicrobianos (PAMs) se caracterizaron mediante espectrometría de masas Maldi-TOF 

y espectroscopía de dicroísmo circular (DC). Posteriormente, se determinó la actividad 

antibacteriana in vitro, frente cepas patógenas de Escherichia coli O157: H7 (E. coli O157: 

H7), Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) y Staphylococcus aureus resistente a la 

meticilina (SARM), utilizando el método de microdilución. Se demostró actividad 

bactericida para todos los PAMs frente al menos una de las cepas patógenas ensayadas. 

Los PAMs denominados GIBIM-P5S9K y GIBIM-P5F8W presentaron las mejores 

actividades antibacterianas, alcanzando una Concentración Mínima Inhibitoria (CMI99) en 

rangos de 0.5 a 25 µM, frente a las tres cepas.  

 

Posteriormente, el PAM GIBIM-P5S9K se encapsuló en nanopartículas (NPs) poliméricas 

de PLA y PLGA utilizando el método de doble emulsión difusión de solvente. Además, las 

NPs se caracterizaron mediante Microscopía Electrónica de Barrido (SEM), Dispersión de 

luz en Modo Dinámico (DLS), Potencial Zeta y Espectroscopía Infrarroja por 

Transformada de Fourier (FT-IR). Las NPs mostraron forma esférica y tamaño promedio 

comprendido entre 160 y 330 nm. Por otra parte, se evaluó el efecto antibacteriano de las 

NPs cargadas con GIBIM-P5S9K, mediante la determinación de la CMI99; se determinó un 

valor de 75 y 25 μM frente a SARM y P. aeruginosa, respectivamente. La encapsulación 

en el biopolímero no potenció la actividad antibacteriana, pero disminuyó el efecto 

citotóxico cinco veces menos y aumentó la estabilidad del péptido contra la acción de 

proteasas cuando se expuso en presencia de suero humano. Finalmente, la actividad 

antibacteriana exhibida por los péptidos libres y encapsulados contra las cepas 

patógenas, nos permiten considerar las NPs como una alternativa nueva y potencial para 

el desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos. 
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POTENTIAL ACTIVITY AGAINST Pseudomonas aeruginosa, METHICILLIN-RESISTANT 

Staphylococcus aureus AND Escherichia coli O157: H7
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DESCRIPTION: In this study a group of 18 new peptides with a broad spectrum of 

antibacterial properties were designed, synthesized and characterized using the strategy 

F-moc in tea bags. These peptides were characterized by Maldi-TOF mass spectrometry 

and Circular Dichroism (DC) spectroscopy. Subsequently, in vitro antibacterial activity was 

determined using the microdilution method in broth on pathogenic strains of Escherichia 

coli O157: H7(E. coli O157:H7), Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) and methicillin 

resistant Staphylococcus aureus (MRSA). Antimicrobial peptides showed effect against at 

least one of the bacteria used as model, standing out the peptides denominated GIBIM-

P5S9K and GIBIM-P5F8W, which presented the highest activity against strains evaluated 

with a Minimum Inhibitory Concentration (MIC99) in a range from 0.5 to 25.0 μM.  

 

GIBIM-P5S9K peptide was encapsulated in PLA and PGLA polymeric nanoparticles (NPs) 

by double emulsion-diffusion/solvent evaporation method. In addition, NPs were 

characterized by Scanning Electron Microscopy (SEM), Dynamic Light Dispersion (DLS), 

Zeta Potential and Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR). NPs showed a 

spherical shape, with an average size from160 to 330 nm. On the other hand, inhibitory 

effect of NPs was evaluated by determination of MIC99, where the greatest effect was 

presented by GIBIM-P5S9K-loaded PGLA nanoparticles with a value of 75 and 25 μM 

against MRSA and P. aeruginosa, respectively. Biopolymer encapsulation did not 

potentiate antimicrobial activity, but encapsulation decreased cytotoxic effect by an order 

of 5-fold and increased the stability of antimicrobial peptide against proteolytic action 

when it was exposed in presence of human serum. Finally, antibacterial activity exhibited 

by free and encapsulated peptides against pathogenic strains, allow us to consider 

polymer nanoparticles as a new and potential alternative for development of new 

antimicrobial agents. 
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INTRODUCCIÓN GENERAL 

 
 
Actualmente, existe un gran interés por desarrollar nuevos antibióticos efectivos en 

el tratamiento de enfermedades infecciosas de alta prevalencia e infecciones 

sistémicas de difícil manejo terapéutico causadas, por bacterias patógenas 

multirresistentes. Las soluciones que se plantean para resolver esta problemática 

se han limitado en gran medida a la modificación estructural de moléculas 

antibióticas ya existentes o a terapias de combinación de varios fármacos, 

mientras que el desarrollo de nuevas moléculas o la identificación de nuevas 

dianas terapéuticas han sido menos estudiadas. 

 

Entre los microorganismos patógenos más resistentes se encuentran las bacterias 

Gram-negativas de Escherichia coli O157:H7 (E. coli O157:H7) y Pseudomonas 

aueruginosa (P. aeruginosa); así mismo entre las bacterias Gram-positivas 

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM) también presenta gran 

relevancia. La multirresistencia de estas bacterias se asocia generalmente con la 

adquisición de plásmidos y transposones, o la infección por bacteriófagos, 

portadores de genes de resistencia.  

 

Recientemente, los péptidos antimicrobianos (PAMs) obtenidos en forma sintética 

han surgido como una alternativa promisoria para el tratamiento de infecciones 

microbianas, estos compuestos exhiben propiedades multifuncionales que los 

hacen potencialmente útiles como agentes terapéuticos. Los PAMs son 

oligopéptidos con un número variable de aminoácidos (longitud de cadena entre 7 

y 100 residuos), que presentan propiedades fisicoquímicas tales como estructura 

secundaria α-hélice, carga total positiva e hidrofobicidad. Estas características 

afectan la interacción entre los PAMs y la membrana de la célula. Los PAMs 

exhiben un amplio espectro de actividad frente a bacterias Gram-positivas y Gram-

negativas, hongos, parásitos, virus y células tumorales debido a que presentan 

toxicidad selectiva permitiendo atacar de manera específica la célula diana, 
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mediante mecanismos que al parecer dificultan la aparición de fenómenos de 

resistencia. 

A pesar de estas ventajosas características de los PAMs, todavía se presentan 

algunos desafíos para implementar su uso. Estos incluyen toxicidad potencial para 

los seres humanos, sensibilidad a las condiciones ambientales (susceptibilidad a 

las proteasas y pH extremo), baja selectividad frente a cepas específicas, altos 

costos de producción, problemas de plegado en algunos PAMs con alto peso 

molecular, reducción de la actividad cuando se utilizan para el revestimiento 

superficial y resistencia bacteriana frente a algunos péptidos. 

 

En este sentido, la encapsulación de biomoléculas ha surgido como una estrategia 

que podría mejorar la biodisponibilidad, estabilidad y actividad antimicrobiana de 

los PAMs. En la actualidad, existen diferentes metodologías de encapsulación, 

siendo la doble emulsión-evaporación y/o difusión de solvente una de las técnicas 

más utilizadas para la encapsulación de enzimas, proteínas y péptidos. 

 

Por lo anterior, esta tesis doctoral fue enfocada hacia la búsqueda de nuevos 

péptidos sintéticos con potencial actividad frente a los microorganismos patógenos 

de E. coli O157:H7, SARM y P. aeruginosa. Igualmente, se buscó potencializar la 

actividad de uno de los compuestos peptídicos más activos mediante 

encapsulación en nanopartículas poliméricas de ácido poli-láctico (PLA) y ácido 

poli- láctico-co-glicólico (PLGA). La hipótesis de esta búsqueda se basó en que el 

tamaño nanométrico favorece una mejor interacción con el microorganismo. 

Además, este trabajo de investigación fue dividido en capítulos correspondientes a 

cada uno de los objetivos específicos inicialmente planteados.  

 

A continuación, se presenta una breve descripción de cada capítulo: 

 

En el Capítulo 1 se presentan los antecedentes teóricos de la problemática actual 

relacionada con la resistencia bacteriana frente a los antibióticos convencionales. 

Asimismo, se presentan las estrategias de diseño, síntesis y mecanismos de 
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acción de los PAMs durante los últimos años. Adicionalmente, se desarrolla una 

revisión bibliográfica acerca de la importancia de la nanotecnología en el 

desarrollo de nuevos compuestos biológicamente activos.  

 

El Capítulo 2 contiene los resultados del diseño, síntesis y caracterización de 

dieciocho nuevos péptidos. Inicialmente, cuatro PAMs diseñados a partir del 

algoritmo genético denominado “DEPRAMs”, fueron tomados como plantilla para 

desarrollar doce nuevos análogos, mediante el diseño racional basado en la 

modificación de un aminoácido en la secuencia original de acuerdo con las 

propiedades fisicoquímicas que aparecen en la base de datos CAMP (“Collection 

of Anti-Microbial Peptides”, por sus siglas en inglés inglés). La síntesis de los 

dieciocho PAMs se desarrolló utilizando la metodología en fase sólida F-moc en 

bolsa de té. 

 

El Capítulo 3 está enfocado en la determinación de la actividad microbicida de los 

péptidos diseñados y la evaluación de una posible correlación entre la posición de 

sustitución de un aminoácido en la secuencia con la actividad de los mismos. Los 

compuestos fueron probados sobre tres cepas patógenas modelo: E. coli 

O157:H7, SARM y P. aeruginosa utilizando la metodología de microdilución en 

caldo. Además, para verificar el amplio espectro de estos compuestos se evaluó la 

actividad antiparasitaria frente a Leishmania. Por otro lado, teniendo en cuenta 

que los péptidos pueden actuar en la membrana bacteriana o en dianas 

intracelulares, se logró localizar celularmente uno de los péptidos más activos, 

utilizando microscopía de fluorescencia.  

 

El Capítulo 4 describe la síntesis y caracterización de nanopartículas poliméricas 

de ácido poliláctico (PLA) y ácido poli(láctico-co-glicólico) (PLGA), cargadas con 

uno de los péptidos con mayor actividad antimicrobiana y menor citotoxicidad. 

Además, se determinó la actividad del péptido cargado en las nanopartículas 

poliméricas de PLA y PLGA, y se comparó respecto a la actividad del péptido libre. 
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Asimismo, se determinó la actividad hemolítica de este tipo de compuestos en 

hematocritos.  

 

Pregunta de investigación 

 

La investigación realizada fue motivada para dar respuestas a las siguientes 

preguntas: 

 

¿Es posible sintetizar nuevos péptidos bioactivos con actividad antibacteriana 

frente a bacterias patógenas, utilizando herramientas bioinformáticas? 

¿Es posible mejorar la actividad de los péptidos antibacterianos mediante la 

encapsulación en nanopartículas poliméricas de PLA y PLGA? 

 

Hipótesis 

 

La encapsulación de PAMs en nanopartículas poliméricas de PLA y PLGA 

representa una herramienta para mejorar la estabilidad, actividad y 

biodisponibilidad de estos compuestos en medio fisiológico. 
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Capítulo 1 
 

ESTADO DE ARTE Y MARCO DE REFERENCIA  

 

1.1 LA CRISIS DE LA RESISTENCIA ANTIBIÓTICA 

 

El aumento de bacterias resistentes a los antibióticos convencionales representa 

un serio desafío para las terapias antimicrobianas. El uso de los antibióticos 

convencionales cada vez más potentes frente a "superbacterias", conlleva a la 

urgente necesidad de desarrollar otros agentes de control bacteriano. 

Actualmente, según la Alianza Mundial contra la Resistencia a los Antibióticos 

(WAAR, por sus siglas en inglés), estas moléculas podrían perder completamente 

su efectividad debido a una combinación entre la automedicación y la prescripción 

irracional [1,2]. 

 

El Centro Europeo para la Prevención y el Control de las Enfermedades (ECDC, 

por sus siglas en inglés) informó que cada año mueren 25.000 personas debido a 

infecciones causadas por bacterias multirresistentes y añadió que alrededor de 1.5 

billones de euros son considerados como un gasto extra por los servicios de salud 

y pérdida de productividad por año en Europa [3]. 

 

La OMS ha clasificado ocho bacterias de interés internacional; su identificación y 

resistencia se presenta a continuación [4]: 

 

 Escherichia coli (E. coli) resistente a las cefalosporinas de tercera 

generación, antibióticos β-lactámicos y fluoroquinolonas. 

 Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae): resistente a las cefalosporinas de 

tercera generación, incluyendo antibióticos β-lactámicos, y carbapenemas. 
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 Staphylococcus aureus (S. aureus): resistente a los fármacos 

antibacterianos β-lactámicos y a la Meticilina (SARM) 

 Staphylococcus pneumoniae (S. pneumoniae): resistente o no susceptible a 

la Penicilina  

 Salmonella no tifoidea (SNT): resistente a las fluoroquinolonas 

 Especies de Shigella: resistentes a las fluoroquinolonas 

 Neisseria gonorrhoeae: disminución de la susceptibilidad a las 

cefalosporinas de tercera generación 

 Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa):  resistente a cefalosporinas de 

primera y segunda generación, tetraciclinas, cloranfenicol y macrólidos 

 

En este contexto, las bacterias Gram-negativas de E. coli O157:H7 y P. 

aeruginosa, así como la bacteria Gram-positiva SARM, se han convertido en 

patógenos de gran relevancia, centrando la atención de la comunidad científica en 

la búsqueda de nuevos tratamientos que combatan las infecciones que ocasionan 

estos microorganismos [1]. 

 

E. coli O157: H7 es un patógeno zoonótico que fue aislado en el año de 1982 en 

los Estados Unidos, por su capacidad para causar enfermedades humanas que 

van desde la Enfermedad Diarreica Aguda (EDA) hasta el fatal Síndrome 

Hemolítico Urémico (SHU). Durante los últimos 20 años se ha detectado un 

aumento en la resistencia a los antibióticos en las poblaciones de E. coli O157: H7 

[5]. Muchos aislamientos presentaron resistencia frente a los antibióticos de 

Ampicilina, Eritromicina, Metronidazol, Vancomicina y otros han mostrado 

resistencia a Tetraciclina, Estreptomicina y Sulfisoxazol. Sin embargo, el 

mecanismo de resistencia de este patógeno no se ha podido establecer con 

precisión. Según el centro para el control y prevención de enfermedades (CDC, 

por sus siglas en inglés), se ha estimado que las infecciones por E. coli O157: H7 

causan 73.000 enfermedades, 2.200 hospitalizaciones y 60 muertes anuales en 

los Estados Unidos [6]. En Colombia, la prevalencia de esta cepa no se conoce 

con exactitud. La infección por E. coli O157:H7 ocurre en todos los grupos de 



Estado de arte y marco de referencia 

 

29 
 

edades, pero la incidencia más alta se presenta en niños menores de cinco años, 

los cuales presenta las más altas proporciones de morbi-mortalidad. Se estima 

que de 0.6 a 2.4% de todos los casos de diarrea y de 15-36% de todos los casos 

de diarrea sanguinolenta se asocian con E.coli O157:H7. [7]. 

 

Así mismo, la bacteria P. aeruginosa ha aumentado la resistencia frente a los 

antibióticos convencionales. Uno de los principales mecanismos de resistencia 

intrínseca a antimicrobianos de esta cepa es la expresión de β-lactamasas AmpC 

cromosomales, que confiere resistencia a ampicilina, amoxicilina, 

amoxicilina/ácido clavulánico, cefalosporinas de amplio espectro, cefotaxima y 

ceftriaxona [8]. Durante las dos últimas décadas la resistencia ha sido un problema 

creciente, la Surveillance Network Database USA ha detectado un incremento del 

62% en los aislamientos de P. aeruginosa multirresistente (resistencia a más de 3 

antibióticos) desde 1998 hasta 2000 [9]. La aparición de multirresistencia supone 

un aumento en la estancia hospitalaria de los pacientes ingresados en la Unidad 

de Cuidados Intensivos (UCI), en los costos y en la mortalidad [10,11]. 

 

Por otra parte, Staphylococcus aureus resistente a Meticilina (SARM) se reportó 

por primera vez en la década de 1960. En la actualidad un porcentaje importante 

de las infecciones nosocomiales son producidas por esta cepa. El mecanismo más 

frecuente de resistencia a meticilina se debe a la presencia del gen mecA en el 

cromosoma bacteriano, que codifica la síntesis de una proteína fijadora de 

penicilina (PBP, del inglés Penicillin Binding Protein) alterada, denominada PBP2a 

o PBP 2’, con baja afinidad por las penicilinas. Las cepas de SARM que presentan 

este gen, se caracterizan por su multiresistencia que, comprende todos los β-

lactámicos y otros antimicrobianos como tetraciclina, macrólidos, lincosamidas, 

aminoglucósidos, quinolonas y algunos metales pesados. Se ha descrito que las 

tasas de infección por SARM se ven incrementadas en las unidades de cuidados 

intensivos en Asia, África, Europa y principalmente en América Latina [12–14]. En 

Colombia se demostró la presencia de individuos sanos colonizados por cepas de 
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SARM productoras del factor de virulencia de Panton- Valentine Leucocidina (PVL) 

[15]. 

 

Desafortunadamente, este aumento en bacterias resistentes no ha sido 

acompañado por un aumento en el descubrimiento de nuevos antibióticos. Peor 

aún, ha habido una disminución en el desarrollo de nueva clase de antibióticos en 

la industria farmacéutica debido a factores económicos desfavorables y el gran 

reto que resulta la obtención de aprobaciones [16, 17]. En la tabla 1, se pueden 

apreciar los medicamentos antibióticos que fueron aprobados por la 

Administración de Alimentos y Fármacos (FDA, por sus siglas en inglés) en el 

periodo de tiempo comprendido entre el 2011 y el 2016. Efectivamente, la 

resistencia a los medicamentos requiere el uso de otros agentes que utilicen un 

mecanismo de acción novedoso. Según una estimación, se necesitan veinte 

nuevas clases de fármacos para que los antibióticos funcionen efectivamente 

durante los próximos cincuenta años [16]. 

 

En este contexto, los péptidos antimicrobianos (PAMs), representan una nueva era 

para tratar infecciones debido a su compleja y diversa estructura.  Estos 

compuestos producidos por bacterias, hongos, animales y humanos, se 

caracterizan porque son antibióticos naturales, con una alta especificidad y baja 

probabilidad citotóxica en células humanas. Además, por su mecanismo de acción 

presentan un amplio espectro de actividad frente a bacterias (Gram-positivas y 

Gram-negativas), hongos, virus, parásitos o incluso células cancerígenas [18–20]. 

 

1.2 PÉPTIDOS ANTIMICROBIANOS (PAMS) 

 

Los PAMs son moléculas efectoras del sistema inmune innato que tienen 

funciones contra gérmenes, y que poseen un amplio espectro de acción antibiótica 

(incluyendo 



Estado de arte y marco de referencia 

 

31 
 

Tabla 1. Fármacos con actividad antimicrobiana aprobados por la FDA del año 2011 al 2016. Adaptada de [5]. 

 

 

 

 

 

Fármaco Indicación Compañía (año) 

Avycaz 

(Ceftazidime-avibactam) 

Para complicadas infecciones intra-abdominales y del tracto urinario causadas por E. coli, K. pneumoniae, C. koseri, E. 

aerogenes, E. cloacae, C. freundii, Proteus spp. y P. aeruginosa 

Actavis 

(Febrero, 2015) 

Dalvance 

(dalbavancina) 

Para infecciones bacterianas agudas de la piel causadas por S. aureus (incluidas las cepas meticilinsensibles y resistentes a 

la Meticilina), S. pyogenes, S. agalactiae y S. anginosus 

Durata Terapéutica 

(Mayo de 2014) 

Metronidazol 

1,3% Gel Vaginal 

Para el tratamiento de la vaginosis bacteriana causada por bacterias anaerobias y protozoos Actavis, Inc. 

(Abril 2014) 

Orbactiv 

(Oritavancina) 

Para infecciones bacterianas agudas de la piel causadas por S. aureus (incluyendo cepas sensibles a la meticilina y 

resistentes a la meticilina), S. pyogenes, S. agalactiae, S. dysgalactiae, S. anginosus grupo (incluyendo S. anginosus, S. 

intermedius y S. constellatus), y E. faecalis (sólo aislamientos sensibles a la Vancomicina) 

Compañía “The 

medicines” 

(Agosto de 2014) 

Sivextro 

(Fosfato de tedizolid) 

Para infecciones bacterianas agudas de la piel causadas por S. aureus, S. pyogenes, S. agalactiae, S. anginosus 

(incluyendo S. anginosus, S. intermedius y S. constellatus) y E. faecalis. 

“Cubist” Farmacéutica 

(Junio de 2014) 

Sirturo 

(Bedaquiline) 

Para las tuberculosis multirresistentes Janssen Terapéutica 

(Diciembre 2012) 

Abthrax 

(Raxibacumab) 

Para ántrax GlaxoSmithKline 

(Diciembre 2012) 

Dificid 

(Fidaxomicina) 

Para la diarrea por C. difficile Optimer Farmacéutica 

(Mayo de 2011) 
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hongos y virus). Los PAMs juegan un papel importante, aunque poco conocido 

hasta el momento, en los procesos inflamatorios, liberación de citoquinas, 

inducción inmune, cicatrización, y seguramente por todas estas razones, en la 

patogénesis de muchas enfermedades [20]. 

 

La clasificación de los PAMs es difícil debido a su gran diversidad. Según la 

composición de los aminoácidos, el tamaño y estructuras conformacionales. Los 

PAMs pueden ser divididos en varias categorías, tales como: a) péptidos con 

estructuras α-hélice, como Catelicidina humana; b) péptidos con estructuras de 

lámina β-estabilizadas por puentes disulfuro, tales como las Defensinas humanas; 

c) péptidos con estructuras extendidas, como Indolicidina d) péptidos ricos en 

glicina, como Pg-AMP1 y péptidos con estructuras de bucle, como Defensinas 

cíclica [21]. En la figura 1 se muestran las principales estructuras secundarias de 

los PAMs. 

 

Figura.1 Principales estructuras secundarias de los PAMs: a) Estructura α-hélice 

de Lactoferrina bovina (código PDB: 2O1L); b) Estructura de lámina-β de β-Defensina humana-1 

(código PDB: 1IJV), c) Estructura extendida del péptido Indolicidina (código PDB: 1QXQ) y d) 

péptido rico en glicina Pg-AMP1 

 

TAVARES, Letícia Stephan, et al. Antimicrobial Activity of Recombinant Pg-AMP1, a Glycine-Rich Peptide from Guava 
Seeds. Peptides, 2012, vol. 37 no,2., p. 294-300.[21] 

 
A la fecha, no se cuenta con información relacionada que demuestren una relación 

clara entre un grupo estructural de PAMs y su modo de acción, el grado de 
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actividad o el rango de células huésped. Incluso, PAMs con estructuras muy 

similares pueden tener drásticamente diferentes mecanismos de acción, así como 

células diana [22,23]. Por ejemplo los PAMs de buforin y magainina 2, presentan 

una estructura similar, en el primer caso su acción se dirige al ADN y ARN; 

mientras que en el segundo hacia a la membrana celular [24,25].  

 

Aunque son moléculas de difícil clasificación, existen ciertas propiedades 

fisicoquímicas como el tamaño, la carga neta catiónica o aniónica, la 

hidrofobicidad, carácter anfipático y la solubilidad que los caracteriza. Esta 

propiedades juegan un papel muy importante para su actividad antimicrobiana y 

especificidad [26].  

 

Como se mencionó anteriormente, muchos factores afectan la actividad biológica 

de los PAMs y existen algunas interacciones entre estos factores. En el diseño de 

PAMs, estas propiedades deben considerarse en conjunto ya que cambiar uno de 

estos parámetros para obtener una modificación deseada en un PAM puede 

alterar otros parámetros. Incluso un simple cambio en la secuencia primaria puede 

afectar a muchos otros parámetros físicoquímicos que son a menudo vitales para 

la actividad de un PAM y el tipo de células diana donde presenta su acción [27].  

 

Por otro lado, la obtención de PAMs a partir de microorganismos, animales o 

plantas sigue siendo muy limitada. Por lo tanto, la síntesis química de PAMs 

[28,29] y la ingeniería genética, se han convertido en importantes estrategias de 

obtención de péptidos. En consecuencia, actualmente hay más de 3000 PAMs, 

incluyendo obtenidos sintéticamente y compuestos producidos por organismos 

vivos que presenta actividad biológica.  

 

Una vez que se ha diseñado in sílico la nueva secuencia del PAM, se debe 

realizar la síntesis. Una de las metodologías más utilizadas en la síntesis de 

péptidos en fase sólida (SPFS), por sus altos rendimientos. Este mecanismo 

consiste en la elongación de una cadena peptídica anclada a un soporte sólido a 
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través de la adición sucesiva de aminoácidos que se unen mediante un enlace 

amida (enlace peptídico) entre el grupo carboxilo del aminoácido entrante y el 

grupo amino del aminoácido previamente ligado al soporte, hasta obtener la 

secuencia del péptido deseado. Los dos métodos de síntesis peptídica 

habitualmente usados son el 9-Fluorenilmetilcarboxil (fmoc) y el la ter-

Butiloxicarbonilo (t-Boc), que difieren en los reactivos y condiciones empleadas 

para llevar a cabo la síntesis. El mecanismo para la síntesis de péptidos mediante 

la estrategia fmoc en fase sólida se describe en la Figura 2 [30]. 

 

En relación con la purificación del PAM sintetizado, el grado de pureza se 

determina usualmente mediante Cromatografía Líquida de Alta Resolución en fase 

reversa (RP-HPLC). Este análisis está basado en la hidrofobicidad diferencial de 

los residuos aminoacídicos, empleando gradientes de fase móvil con solventes 

con polaridad media como el acetonitrilo [31]. En cuanto a la caracterización, para 

la determinación de la masa molecular del péptido, se utiliza espectrometría de 

masas (MS, por sus siglas en inglés) dada su sensibilidad, velocidad y alto grado 

de especificidad molecular [32] y Dicroísmo Circular (DC), técnica alternativa de 

espectroscopía de absorción electrónica, que permite determinar la estructura 

secundaria del péptido, existiendo actualmente métodos de deconvolución que 

utilizan bases de datos y permite dar una estructura muy acertada [33]. 

 

Los mecanismos de la actividad antimicrobiana de los PAMs varían desde la 

permeabilización de la membrana (Figura 3) hasta las acciones sobre un conjunto 

de moléculas diana intracelulares que incluyen actividades inmunomoduladoras 

(Figura 4). Los péptidos pueden destruir la estructura de la membrana bacteriana 

produciendo la lisis celular, o, alternativamente, la interacción péptido-membrana 

puede conducir a la formación de poros transitorios y transportar el péptido dentro 

de la célula, poniéndolo en contacto con dianas intracelulares donde se pueden 

enlazar al DNA, RNA y proteínas provocando procesos como la inhibición de la 

síntesis de la pared celular o la síntesis de proteínas, además pueden interferir 
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con  

Figura 2. Esquema de la síntesis de péptidos en fase sólida por la estrategia 

Fmoc/tBu. 

 

BORGIA, Jeffrey y FIELDS, Gregg. Chemical Synthesis of Proteins. Trends in biotechnology, 2000, vol. 18 no,6., p.243–51. 

[30] 



                                                                                                                                        

Estado de arte y marco de referencia 

36 
 

Figura 3. Mecanismo de acción de los PAMs. A) modelo toroidal, B) modelo de capa, 

C) modelo de ruptura por barril y D) modelo de canales agregados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SENGUPTA, Durba, et al. Toroidal pores formed by antimicrobial peptides show significant disorder. Biochim. Biophys. Acta, 

2008, vol.1778, p. 2308–2317. [36]. 

 

Figura 4. Mecanismo de acción de los PAMs en dianas intracelulares. A) 

Proceso de transcripción, B) Proceso de traducción, C) Plegamiento de proteínas y D) Síntesis de 

la pared bacteriana 

 

VILA-FARRÉS, Xavier, GIRALT, Ernest y VILA, Jordi. Update of Peptides with Antibacterial Activity. Current medicinal 

chemistry, 2012, vol. 19 no, 36., p. 6188–6198.  [37] 

la citocinesis bacteriana por filamentación celular in vitro o in vivo [34; 35]. 

A B C D 
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1.3 ACTIVIDAD In Vitro DE LOS PAMS 

 

La actividad de los PAMs es muy amplia y puede ser dividida en: (a) 

antibacteriana, (b) antifúngica, (c) antiparasitaria; (d) antiviral y (e) 

anticancerígena. Cientos de PAMs han sido probados contra casi todas las 

bacterias, virus y parásitos. La mayoría de los PAMs tienen una indiscutible 

función frente a bacterias Gram (-) y Gram (+) y su actividad frente a bacterias 

patógenas ha sido su principal campo de aplicación. Dado que la variedad de 

péptidos evaluados es considerable, los ensayos de actividad antimicrobiana más 

relevantes frente a diferentes bacterias patógenas se describen en la tabla 2. 

 

Adicionalmente, existen 4 péptidos que han alcanzado la fase III en ensayos 

clínicos: la magainina MSI-78 o Pexigano, indicada en el tratamiento del impétigo y 

las úlceras derivadas de la diabetes [45]; la protegrina de cerdo IB-367 o 

Iseganano, ensayada en el tratamiento de la mucosistis oral [90], la proteína  

humana rBPI23 o Neuprex, para endotoxemia; y la indolicidina CP-226 u 

Omiganano , utilizada para prevenir infecciones asociadas a cateterismo [46]. 

Finalmente, como prevención de infecciones asociado a transplantes de médula 

ósea se alcanzó fase II con lactoferricina [47]. 

 

A pesar del amplio campo de acción de estos compuestos, la resistencia 

bacteriana a algunos PAMs ha sido documentada [18]. Dos ejemplos de este tipo 

son: a) la resistencia a la dermicidina desarrollada por Staphylococcus aureus, por 

inducción de una proteasa específica, y b) la disminución de la sensibilidad a la 

acción de PAMs catiónicos exhibida por algunas bacterias Gram-negativas, 

lograda modificando su lipopolisacárido a través de un sistema de sensores 

específico (PhoP/PhoQ). Otro desafío para mejorar su acción antimicrobiana lo 

constituye su baja estabilidad en condiciones fisiológicas, ya que cuando se 

evalúan in vivo son susceptibles a degradación por peptidasas o proteasas.  
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Tabla 2. CMI y CMB de los PAMs frente a diferentes bacterias Gram (-) y 

Gram (+). 

Péptido Cepa CMI 

(µmol/L) 

Año Ref. 

Hc-CATH E. coli 

S. dysenteria 

P. mirabilis 

P. aeruginosa 

S. aureus 

B. subtilis 

C. albican 

2.34 

0.59 

4.69 

18.75 

4.69 

75 

4.69 

2017 YU, Haining, et al. Scientific 

Reports, 2017, vol. 7 no, 2600., 

p. 1-18.[38] 

N1 

N2 

N3 

N4 

N5 

N6 

N7 

N8 

E. coli O157:H7 

0.5 

0.25 

1.0 

1.0 

64.0 

0.5 

2.0 

32 

2017 YANG, Na, et al.. Scientific 

Reports, 2017, vol.7 no,3392., 

p. 1-19. [39] 

G18P Chr1 E. coli (ATCC 9637) 

E. coli (ATCC 25922) 

P. aeruginosa (ATCC 

BAA-427) 

S. aureus (ATCC 

25923) 

S. aureus (ATCC 

700698 MRSA) 

S. aureus (ATCC 

700699 MRSA) 

 

3.0 

3.0 

6.8 

3.0 

3.0 

3.0 

2017 TRIPATHI, Amit Kumar, et al. 

Scientific Reports, 2017, vol. 7 

no, 3384., p. 1-16.[40] 
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Tabla 2. CMI y CMB de los PAMs frente a diferentes bacterias Gram (-) y 

Gram (+). 

Pépti

do 

Cepa CMI (µmol/L) Año Ref. 

FR-

11P 

E. coli (ATCC 9637) 

E. coli (ATCC 25922) 

P. aeruginosa (ATCC BAA-427) 

S. aureus (ATCC 25923) 

S. aureus (ATCC 700698 MRSA) 

S. aureus (ATCC 700699 MRSA) 

4.5 

4.5 

6.4 

5.0 

2.1 

1.0 

2017 TRIPATHI, 

Amit Kumar, et 

al. 

Biomaterialia, 

2017, vol. 57, 

p. 170-186.[41] 

Medu

sin 

PT1a 

S. aureus 

SARM 

E. faecalis 

E. coli 

P. aeruginosa 

8.0 

16.0 

32.0 

128.0 

128.0 

2017 GAO, Yitian, et 

al. Frontiers in 

Microbiology, 

2017, vol. 8, 

p.628–637.[42] 

LPcin

-YK3 
Listeria innocua 

S. aureus 

P. aeruginosa 

Salmonella typhimurium 

E. coli 

 

>20 

>2.5 

>2.5 

>17 

>35 

2017 KIM, Ji-Su; 

JOENG, Ji-Ho y 

KIM, Yongae. 

Journal 

microbiology 

biotechnology, 

2017, vol.27 

no,4., p.759–

767. 

[43] 

J-AA E. coli (ATCC 25922) 

S. aureus (ATCC 25923) 

P. aeruginosa (ATCC 27857) 

B. subtilis (ATCC 23857) 

4.0 

8.0 

16.0 

2.0 

2017 LIU, Beijun, et al. 

.Peptides, 2017, 

vol. 88 no,16., 

p.115–125. 

[44] 

En este sentido, la encapsulación de los PAMs en nanoestructuras se propone en 

esta tesis como una estrategia de protección de los péptidos frente a la 
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degradación química y enzimática, además la encapsulación ofrece estas otras 

ventajas: puede  

prevenir la agregación y/o cambios conformacionales, aumenta la estabilidad, 

solubilidad y biodisponibilidad de péptidos biológicamente activos. Tras su 

administración, mejora la eficacia y aumenta tiempo de residencia en el lugar de 

aplicación. Por otro lado, disminuye la toxicidad de los fármacos y favorece la 

especificidad en este caso de los PAMs [48,49]. 

 

1.4. ENCAPSULACIÓN DE PAMS EN NANOPARTÍCULAS POLIMÉRICAS 

 

En la búsqueda de nuevas estrategias de administración de los medicamentos, 

durante los últimos años se ha investigado la posibilidad de encapsular proteínas y 

péptidos en nanopartículas (NPs) tales como quitosano, gelatina, ácido poli-

láctico-co-glicólido (PLGA) [50] y el ácido poli-láctico (PLA) [51, 52] (Fig. 5), entre 

otros, debido a las ventajas anteriormente mencionadas [48,49]. 

 

Figura 5. Estructura general de los polímeros de PLA y PLGA. 

 

RAMESAN, Mt, et al. Role of nanoparticles on polymer composites. Micro and Nano Fibrillar Composites, 2017, p.301-326. 

[52] 

 

La encapsulación de péptidos y proteínas en nanoestructuras ha sido desarrollada 

por diversos métodos incluyendo emulsificación-polimerización, polimerización 

interfacial, evaporación por solvente, “salting out”, coacervación, combinación de 

procesos de sonificación y tecnología capa a capa y partículas funcionalizadas en 

la superficie, entre otras. La metodología de síntesis depende de las propiedades 

físicoquímicas de los PAMs [53,54]. En la tabla 3 se resumen los diferentes 
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estudios que se han centrado en los soportes poliméricos como transportadores 

de péptidos, proteínas y fármacos utilizando varios métodos de encapsulación. 

Tabla 3.  Nanovehículos para la encapsulación de péptidos, proteínas y 
fármacos. 

Nanovehículo Péptido o proteína Método de 
encapsulación 

Referencia 

Quitosano Insulina 
Ciclosporina A 

BSA 

Gelación Ionotrópica 
Gelación Ionotrópica 

Coacervación 

SARMETO, et al l[55] 
DE CAMPOS, et al [56] 

XIE, et al [57] 

Gelatina Paclitaxel 
Didanosina 

 
Fosfato de 
Cloroquina 

BSA 
bFGF 

Desolvatación 
Doble desolvatación 

 
Evaporación de 

solvente 
 

Doble emulsión 
Emulsión 

LU, et al [58] 
KAUR, et a l [59] 

 
BAJPAI, et al [60] 

 
 

LI, et al [61] 

PLA hGF2 
 
 

Proteína C 
BSA 

Hemoglobina 

Doble 
emulsión/evaporación 

de solvente 
Doble emulsión 
Doble emulsión 
Doble emulsión 

PATEL,et al [62] 

 
 

ZAMBAUX, et al [63] 
LEE, et al [64] 

SHENG, et al [65] 

PGLA Insulina 
Estradiol 

Taxol 
2-Aminocromona 

 
Timopentina 

 
Dexametosona 

 

Evaporación de 
solvente 

Emulsión-Difusión 
Nanoprecipitación 
Evaporación de 

solvente 
 

Método de doble 
emulsión-evaporación de 

solvente 
Evaporación de solvente 

KUMAR, et al [66] 
SAHANA, et al [67] 
DANHIER, et al [68] 

LABHASETWAR, et al [69] 
YIN, et al [70] 

 
GÓMEZ-GAETE, et al 

[ 71] 

 

En la figura 6 se puede apreciar un posible modelo de la formación de 

nanocápsulas o nanoesferas poliméricas usando como principio activo péptidos 

sintéticos. El fármaco puede adsorberse o puede encontrarse disuelto 

internamente en la matriz polimérica. 
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Figura 6. Posible modelo de encapsulación de las nanopartículas de PLGA y 

PLA con péptidos bioactivos. 

 

 

GÓMEZ-GAETE, Carolina, et al. Encapsulation of dexamethasone into biodegradable polymeric nanoparticles. International 

Journal of Pharmacology, 2007, vol. 331, p.153–159. [71]. 
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Chapter 2 Fourier Transfor m Ion Cyclotron Resonance Mass Spe ctrometry and Petrole omic 

Capítulo 2 
 
 

DISEÑO, SÍNTESIS Y CARACTERIZACIÓN DE PÉPTIDOS ANTIMICROBIANOS 
 

RESUMEN 
 
Los PAMs son candidatos importantes para el desarrollo de nuevos antibióticos. 

Se expresan por el huésped para eliminar patógenos invasores y aumentar la 

respuesta inmune [72]. Estos efectos beneficiosos de los PAMs están 

determinados por sus propiedades físicas: poseen secuencias de cadena corta 

(<50 aminoácidos), son catiónicos (carga neta media +3) y tienen un contenido 

hidrofóbico promedio del 42% [73]. La cationicidad y la hidrofobicidad de los PAMs 

constituyen elementos críticos para generar una estructura de carácter anfipático. 

De esta manera los PAMs catiónicos se dirigen hacia las membranas bacterianas 

aniónicas ricas en fosfatidilgliceroles (PGs, por sus siglas en inglés) [74, 75]. Sin 

embargo, cabe mencionar que hasta el momento la evaluación de muchos PAMs 

catiónicos ha fracasado en ensayos clínicos debido a varios inconvenientes que 

limitan fuertemente su aplicabilidad, tales como degradación, citotoxicidad y alto 

costo de producción [76]. 

 

Por lo tanto, para superar las limitaciones de los péptidos nativos, el diseño 

racional in silico de PAMs se convierte en una estrategia prometedora que reduce 

drásticamente los costos de producción y el tiempo requerido para la evaluación 

de la actividad y la toxicidad. Entre los métodos de optimización que representan 

una herramienta versátil y potente para el diseño de PAMs se encuentran los 

algoritmos genéticos (AG). Esta técnica de programación es un método de 

optimización adaptativo basado en las ideas evolutivas de la selección natural y 

genética. Los AG siguen el principio de acercamiento adaptativo de la naturaleza 

al ambiente, en el cual el proceso de la evolución se realiza por la generación o la 
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mutación sucesiva y solamente los individuos más aptos sobreviven [6]. En este 

método se determinan propiedades fisicoquímicas cuantificables, llamados 

descriptores, de la estructura primaria de los péptidos. Por ejemplo, carga neta, 

punto isoeléctrico (pI), índice de inestabilidad e hidrofobicidad, entre otras. Los 

descriptores se usan para relacionar estas propiedades con la actividad biológica.  

 

Además del diseño computacional antes mencionado, han surgido estrategias de 

diseño racional basadas en el alineamiento de secuencia tomando una secuencia 

de PAM como plantilla. En estudios previos [78–81] se han modificado en la 

secuencia un único aminoácido, con el objetivo de identificar las posiciones y los 

residuos que son importantes para la actividad antimicrobiana. Algunos péptidos 

como cecropina, magainina, temporina, protegrina y lactoferricina, se han utilizado 

como plantillas de PAMs [82–86]. En la mayoría de los casos, la fuente de su 

actividad se ha investigado con base en que la carga y el carácter anfipático 

resultan cruciales para la actividad antimicrobiana [87]. En general, ha sido 

evidente que cuando se comparan dos estudios de sustitución de aminoácidos, los 

remplazos que favorecen la actividad varían de acuerdo con la secuencia plantilla, 

y las sustituciones análogas pueden tener efectos sustancialmente distintos en 

diferentes posiciones de la secuencia primaria. 

 

El objetivo del presente estudio fue desarrollar nuevas secuencias de PAMs 

catiónicos utilizando la combinación de herramientas computacionales in silico y 

determinar la relación que existe entre las propiedades fisicoquímicas de los 

péptidos con la modificación de algunos aminoácidos en diferentes regiones de la 

secuencia. Por lo tanto, se diseñaron seis posibles péptidos con actividad 

antimicrobiana, a partir del algoritmo genético denominado DEPRAMs, el cual fue 

desarrollado como parte de una tesis doctoral de una estudiante vinculada al 

grupo de investigación [88]. Estos péptidos fueron denominados GIBIM-P1 a 

GIBIM-P6. Posteriormente, de estas 6 secuencias diseñadas se tomaron 4 como 
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plantilla para crear 12 análogos con el fin de aumentar la actividad antimicrobiana 

teniendo en cuenta las características fisicoquímicas. 

Posteriormente se realizó la predicción de la estructura secundaria teórica de los 

18 PAMs catiónicos, con base en los datos PEP-FOLD 3.5. Luego fueron 

sintetizados manualmente en fase sólida utilizando la metodología Fmoc/tbu. 

Finalmente, los PAMs se purificaron mediante RP-HPLC y, se caracterizaron 

utilizando espectrometría de masas MALDI-TOF y DC, confirmando una estructura 

secundaria α-hélice en todos los casos. 

2.1. METODOLOGÍA  

En el esquema 1 se muestra la metodología general para el diseño, síntesis y 

caracterización de los PAMs. 

 

 

Esquema 1. Metodología general de la propuesta de investigación descrita 
en el capítulo 2. 
 

Péptidos antimicrobianos 

Análisis bioinformático y 
síntesis en fase sólida 

Caracterización mediante 
Cromatografía líquida, 

análisis de espectrometría de 
masas MALDI-TOF y DC   
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2.1.1 Materiales 

Los Fmoc-L-aminoácidos fueron adquiridos de IRIS Biotech GmbH (Germany). La 

resina Rink-amida, los reactivos y disolventes orgánicos para la síntesis de 

péptidos fueron obtenidos de Merck Novabiochem (Germany). El 2,2,2-

Trifluoroetanol (TFE) y el ácido α-ciano-4-hidroxicinámico (ACC) fueron adquiridos 

de Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Agua MilliQ con una resistividad de 18.3 MΩ a 

25°C fue usada la preparación de todas las soluciones. 

 

2.1.2 Diseño de péptidos 

La predicción de péptidos antibacterianos fue una estrategia de optimización 

basada en algoritmos genéticos [89], que realiza una búsqueda de péptidos 

antimicrobianos con rangos establecidos de carga, hidrofobicidad, punto 

isoeléctrico y el índice de inestabilidad. La Ecuación 1 para la optimización está 

dada por: 

       (           )  (    )
  (      )

    
      

                                                  (1) 

Donde x1, x2, x3 y x4 son la carga, el punto isoeléctrico, la hidrofobicidad y el índice 

de inestabilidad, respectivamente. 

Este software fue elaborado por la Dra. Nydia Paola Rondón en su tesis doctoral 

[88].  

 

2.1.3 Análisis bioinformático y selección de los péptidos análogos 

En este trabajo, se diseñaron 12 análogos a partir de cuatro de los péptidos 

obtenidos con el algoritmo genético, mediante el uso de los resultados de la 

alineación entre los péptidos y las proteínas homólogas que se encuentran en la 
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base de datos NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cgi). Las proteínas 

homólogas fueron obtenidas mediante la herramienta BLASTp [90, 91] y el 

alineamiento múltiple de las secuencias homólogas de los péptidos se realizó 

utilizando la herramienta Clustal W [92, 93]. 

La síntesis de los 18 péptidos con posible actividad antimicrobiana, se realizó 

teniendo en cuenta que no presentaban una homología superior al 87% con los 

péptidos antimicrobianos reportados en la base de datos “Colección de 

Secuencias y Estructuras de Péptidos Antimicrobianos”, CAMP, por sus siglas en 

inglés, y que mostraban una estructura secundaria α-hélice en el modelo 

computacional. 

 

2.1.4 Síntesis de péptidos en fase sólida y purificación 

Los péptidos se sintetizaron manualmente mediante Síntesis Química en Fase 

Sólida (SPSS, por sus siglas en inglés) empleando la estrategia Fmoc en bolsitas 

de té de polipropileno desarrollada por Houghten (Fig. 7) [94]. Para la síntesis se 

usó la resina RinK amida 4-MBHA como soporte polimérico (Malla 100-200, carga: 

0,63 meq/g) y Fmoc-L-aminoácidos [95–96]. Los ciclos de desprotección del grupo 

alfa-amino (Fmoc/tbu) se llevaron a cabo por tratamiento con 20% de piperidina en 

N,N-dimetilformamida (DMF) (Esquema 2). Las reacciones de acople de los 

aminoácidos se realizaron con exceso molar de hexafluorofosfato de 2- (1H-

benzotriazol-1-il) -1,1,3,3-tetrametiluronio (HBTU) y oxyma® en DMF. El reactivo 

N,N- diisopropiletilamina (DIPEA) se utilizó como neutralizador in situ. Los pasos 

de desprotección y acoplamiento se controlaron mediante el ensayo de azul de 

bromofenol al 1% p/v. La estructura química de los reactivos utilizados para la 

síntesis se muestra en los anexos A a D. 

Los péptidos se purificaron mediante columnas C-18 mediante extracción en fase 

sólida (SPE) usando columnas 500mg para 5 mg de péptido con  diferentes 

porcentajes de 10, 20, 30, 40% de Acetonitrilo (ACN) y analizados luego en una 
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columna analítica C18 Xbridge BEH130 130Å, (3.5 µm, 4.6 mm X 150 mm) 

utilizando como solventes : (A) H2O con TFA 0,1% (v/v) y (B) acetonitrilo (ACN) 

que contenía TFA al 0,1% (v / v) como fase móvil con el programa de  

Figura 7. Etapas principales de la síntesis de péptidos Fmoc/tbu. Las bolsas que 

contenían la resina fueron tratadas juntas para los pasos de lavado y desprotección, mientras los 
acoplamientos individuales fueron desarrollados en paralelo según era necesario para las 
diferentes secuencias peptídicas. 

 

 

gradiente: 5-70% 7 minutos con de B a flujo de 1 mL /min, detección a una 

longitud de onda (λ) de 220 nm [97]. 

2.1.5 Caracterización de los péptidos sintéticos 

La masa molar de los péptidos purificados se determinó por espectrometría de 

masas MALDI-TOF como se ha descrito previamente [98, 99], usando un 

espectrómetro de masas Bruker UltrafleXtrem en modo reflectrón y utilizando el 

ACC como matriz. Los espectros obtenidos corresponden a la sumatoria de 2000 

espectros individuales acumulados y la potencia del láser se ajustó en un rango 

entre 5-10% del umbral de ionización. El análisis de los espectros se realizó con el 

programa FlexAnalysis, de Bruker. 

7

-
7

-
7

-
7

-

RESINA RINK AMIDA MBHA
Clivaje 

Ala Ile His Tyr Lys Thr

AA/HBTU/Oxima
DIPEA
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La estructura secundaria de los péptidos fue determinada por espectroscopía de 

DC como se ha publicado preliminarmente [101, 102]. Esto se llevó a cabo en un 

espectrómetro de DC (J-815, Jasco Corporation, Japón). Los péptidos se 

ajustaron a una concentración 0,2 mM con solución al 30% (v/v) de TFE. 

 

Esquema 2. Eliminación del grupo Fmoc/tbu por aminas secundarias para la 
formación de un grupo NH2 libre en la SPSS. R= cadena de aminoácidos; Y= grupo 

protectores de cadena laterales; Z= O, NH; X= CH2, NH y N(CH3) [100]. 
 

La elipticidad molar [θ] para cada péptido se calculó mediante la Ecuación 2: 

[ ]             ; (2) 
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Donde ε es el coeficiente de extinción molar de cada péptido. 

La concentración de los péptidos se determinó midiendo la absorbancia de las 

soluciones a 280 nm usando la ecuación de Lambert-Beer [102]. 

2.2 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

2.2.1 Diseño de péptidos y análogos 
 
Los péptidos GIBIM-P1, GIBIM-P2, GIBIM-P3, GIBIM-P4, GIBIM-P5 y GIBIM-P6 

fueron diseñado por el algoritmo genético DEPRAMs y seleccionados como 

plantilla para el desarrollo de 12 nuevos análogos. La estructura secundaria α-

hélice fue la herramienta de selección de estos péptidos, la cual fue simulada en el 

servidor PEP-FOLD 3.5 (Fig. 8). 

 

Figura 8. Simulación de la estructura secundaria de los péptidos diseñados 
usados como secuencia original. La estructura secundaria fue simulada en línea usando 

el servidor de predicción PEP-FOLD 3.5: http://mobyle.rpbs.univ-paris-diderot.fr/cgi-
bin/portal.py#forms::PEP-FOLD3. 

 

 
Posteriormente, a partir del análisis bioinformático, se determinó que, en el diseño 

de análogos, los péptidos GIBIM-P1 y GIBIM-P6 no presentaban secuencias de 

proteínas homologas. No obstante, en la Tabla 4 se presenta el número de acceso 

de las proteínas homólogas de los péptidos GIBIM-P2 a GIBIM-P5, las cuales 

fueron alineadas usando la herramienta de Clustal W (http:// 

GIBIM-P2: GFLGKGLFSVVKGVLKGGIBIM-P1:QVKGAKLWLSLMKWGGI GIBIM-P3:NVAATARGWLKKLGKRI

GIBIM-P4: ANVAATARGWLKKIGKK GIBIM-P5:ATKKCGLFSILKGVGKI GIBIM-P6:ATKKCGLFSILKGVGKI

http://mobyle.rpbs.univ-paris-diderot.fr/cgi-bin/portal.py#forms::PEP-FOLD3
http://mobyle.rpbs.univ-paris-diderot.fr/cgi-bin/portal.py#forms::PEP-FOLD3
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www.ebi.ec.uk/clustalw) para determinar los aminoácidos conservadas en la 

secuencia.   

 
La secuencia de los péptidos inicialmente diseñados y de sus análogos se 

muestra en la Tabla 5. Las modificaciones en la secuencia de los péptidos GIBIM-

P2 a GIBIM-P5 para diseñar los análogos se realizaron con el fin de aumentar la 

carga neta positiva, la hidrofobicidad y el porcentaje de probabilidad de ser un 

PAM, propiedades fisicoquímicas que está directamente relacionado con la 

actividad antimicrobiana [103–105].  

 

Tabla 4. Número de acceso en el GenBank de proteínas homologas a los 

péptidos GIBIM-P2 a GIBIM-P4. 

 

La cationicidad de las PAMs representa el principal factor de contacto con la 

superficie bacteriana de carga opuesta a través de interacciones electrostáticas 

para facilitar su acción [106–108]. Además, la presencia de aminoácidos 

específicos en la posición precisa en la cadena peptídica es igualmente crucial 

para la expresión de la actividad antimicrobiana. Esto sucede probablemente 

debido a que los aminoácidos, poseen una gran variedad de propiedades 

fisicoquímicas, cada uno con su único grupo funcional de cadena lateral. 

Adicionalmente, la asignación de aminoácidos en la posición precisa de la cadena 

peptídica aseguraría la integridad estructural y la estabilidad de los PAMs de forma 

GIBIM-P2 GIBIM-P3 GIBIM-P4 GIBIM-P5 

P0C5X3.1 
P0C5X4.1 
P0C5X2.1 
P0C5X5.1 
P0C5X2.1 
P84263.1 
P85055.1 
P40846.1 

ABG76289.1 
ABG76543.1 
CAI91310.1 

gb 8265 
P82592.2 
P08377.1 
P14956.1 
P08375.1 
P08376.2 
P14954.1 
GIBIM-P3 

P14954.1 
Q95VE8 
Q06589 

P08376.2 
P08375.1 
P08377 

GIBIM-P4 

P84596.1 
P85054.1 
P0C5X2.1 
P83951.2 
P84274.1 

ABG76543.1 
P0C8T9.1 

http://www.ebi.ec.uk/clustalw
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conservada, para garantizar la interacción específica con la diana. En cuanto a la 

hidrofobicidad, esta característica les permite a los péptidos penetrar en las 

células e inducir la lisis de las membranas [109]. Además, un aumento en la 

hidrofobicidad de la secuencia de aminoácidos de los PAMs se correlaciona con 

su baja selectividad y toxicidad hacia las células mamíferas. Del mismo modo, la 

estructura anfipática de los PAMS facilita su interacción con la membrana celular y 

su posterior inserción en la matriz de los fosfolípidos [110]. 

 

Por lo anterior, en el diseño de los péptidos análogos GIBIM-P3A6K, GIBIM-

P5T2K y GIBIM-P5S9K, los residuos de alanina (A), treonina (T) y serina (S), 

respectivamente fueron reemplazados por lisina (K) para aumentar el carácter 

catiónico de los péptidos. En el diseño de los péptidos análogos GIBIM-P2G17I, 

GIBIM-P2G17L, GIBIM-P4A1I, GIBIM-P4A1V y GIBIM-P4N2F, el aminoácido 

subrayado se cambió por isoleucina (I), leucina (L), valina (V) y fenilalanina (F), 

respectivamente para aumentar su hidrofobicidad. Finalmente, los péptidos GIBIM-

P2G13N, GIBIM-P3A3G, GIBIM-P3T5S y GIBIM-P5F8W, el aminoácido subrayado 

fue sustituido por asparagina (N), glicina (G), S y triptófano (W), respectivamente 

para aumentar la probabilidad de ser péptido antimicrobiano (PAP). 

 

Los 18 PAMs diseñados, presentaron un PAP mayor al 96% e índice de 

inestabilidad <40, asegurando con este parámetro que los péptidos tendrían un 

tiempo de vida media in vivo mayor a 16 h [111], excepto para el péptido GIBIM-

P3A6K (Tabla 5). Además, las características fisicoquímicas, tales como punto 

isoeléctrico (pI) y el promedio del índice de hidropatía (GRAVY, por sus siglas en 

inglés) de los péptidos diseñados y sus análogos se encuentran registrados en la 

Tabla 5. 

 

Los péptidos GIBIM-P6, GIBIM-P3, GIBIM-P4 y los análogos de estos dos últimos 

obtuvieron la mayor carga neta positiva (entre 5 y 6), seguidos del péptido GIBIM-

P5 y sus análogos (carga neta entre 4 y 5). No obstante, los péptidos con el mayor 

carácter hidrofóbico fueron GIBIM-P2G17I y GIBIM-P2G17L con un índice de 
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hidropatía de 1.18 y 1.14, respectivamente. En la figura 9, se presenta la 

estructura secundaria simulada de los péptidos análogos. Por otra parte, estas 

modificaciones 

 

en las secuencias peptídicas originales no afectaron la estructura secundaria α- 

hélice de los doce análogos, conservando la misma estructura de carácter 

anfipática (Fig. 9 y 10). 

 

2.2.2 Síntesis simultánea mediante la estrategia Fmoc/tBu y caracterización 

de los PAMs diseñados 

Los 18 péptidos se sintetizaron mediante la metodología Fmoc/tbu en bolsitas de 

té y una parte de los péptidos se marcaron con el fluorocromo de rodamina en la 

región N-terminal. La secuencia y estructura química de los péptidos GIBIM-P1 a 

GIBIM-P6 y sus análogos se encuentra en el anexo E. Luego, se purificaron por 

RP-HPLC obteniéndose en todos los cromatogramas una señal principal, sin 

presencia de deleciones (Anexo F). El producto final (Fig. 11) se obtuvo con un 

grado de pureza aproximadamente del 95-98%, según el área bajo la curva 

calculada, ya que no se cuentan con patrones. Además, se presentaron diferentes 

tiempos de retención indicando que los péptidos interactuaban de forma diferentes 

con la fase estacionaria de la columna C18 (Tabla 5). 

 

En todos los casos fue posible confirmar la secuencia primaria de los péptidos 

GIBIM-P1 a GIBIM-P6 y sus análogos mediante el análisis de masas MALDI-TOF 

como se muestra en el anexo G. La masa molecular teórica y experimental de 

cada péptido se encuentra registrado en la Tabla 5. 

 

Los resultados obtenidos a partir del análisis por esta técnica sugieren que los 

péptidos fueron sintetizados satisfactoriamente, ya que los datos experimentales 

de  
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aPorcentaje de probabilidad de ser un péptido antimicrobiano 

b Índice de inestabilidad 

c Promedio del índice de Hidropatía 

 
 

 Tabla 5. Propiedades fisicoquímicas de los péptidos diseñados y sus análogos. 

Péptido Secuencia 
Carga Neta 

TR 
(min) 

MW(Da) 
[M+H]

+
 

(Da) 
PAP(%)

a
 pI 

Ind. Inest.
b
 

GRAVY
c
 

GIBIM-P1 QVKGAKLWLSLMKWGGI-NH2 3 1.91 1913.10 1914.33 96.5 10.30 5.65 0.28 

GIBIM-P2 GFLGKGLFSVVKGVLKG-NH2 3 1.91 1704.03 1706.52 99.3 10.30 -17.25 0.89 

GIBIM-P2G17I GFLGKGLFSVVKGVLKI-NH2 3 1.91 1760.10 1762.66 99.5 10.30 -17.25 1.18 

GIBIM-P2G17L GFLGKGLFSVVKGVLKL-NH2 3 1.93 1760.10 1762.74 99.5 10.30 -17.25 1.14 

GIBIM-P2G13N GFLGKGLFSVVKNVLKG-NH2 3 1.92 1761.06 1764.78 99.3 10.30 -12.26 0.71 

GIBIM-P3 NVAATARGWLKKLGKRI-NH2 5 1.89 1880.15 1882.95 96.7 12.02 23.13 -0.29 

GIBIM-P3A3G NVGATARGWLKKLGKRI-NH2 5 1.90 1866.13 1869.99 96.4 12.02 13.14 0.42 

GIBIM-P3T5S NVAASARGWLKKLGKRI-NH2 5 1.89 1866.13 1868.10 97.2 12.02 23.13 -0.29 

GIBIM-P3A6K NVAATKRGWLKKLGKRI-NH2 6 1.88 1938.19 1939.26 98.0 12.03 42.31 -0.62 

GIBIM-P4 ANVAATARGWLKKIGKK-NH2 5 1.90 1811.10 1812.20 98.7 11.33 3.95 -0.37 

GIBIM-P4A1I INVAATARGWLKKIGKK-NH2 5 1.89 1853.13 1853.78 99.3 11.33 3.95 -0.21 

GIBIM-P4A1V VNVAATARGWLKKIGKK-NH2 5 1.88 1839.11 1839.86 98.9 11.33 3.95 -0.23 

GIBIM-P4N2F AFVAATARGWLKKIGKK-NH2 5 1.89 1844.10 1846.91 98,5 11.33 3.95 0.00 

GIBIM-P5 ATKKCGLFSILKGVGKI-NH2 4 1.89 1762.04 1762.96 97.0 10.04 -4.23 0.56 

GIBIM-P5T2K AKKKCGLFSILKGVGKI-NH2 5 1.89 1789.10 1791.10 96.6 10.20 -4.23 0.37 

GIBIM-P5S9K ATKKCGLFKILKGVGKI-NH2 5 1.90 1803.11 1804.19 96.0 10.20 -18.06 0.38 

GIBIM-P5F8W ATKKCGLWSILKGVGKI-NH2 4 1.90 1801.05 1802.24 97.0 10.04 9.70 0.35 

GIBIM-P6 NVAATARGWLKKIGKKI-NH2 5 1.89 1853.13 1855.43 98.5 11.33 -1.04 -0.212 



                                                                                                                                        Diseño, síntesis y 
caracterización de péptidos antimicrobianos 

55 
 

Figura 9. Estructura secundaria simulada de los péptidos análogos. A) Análogos de GIBIM-P2 y B) Análogos 

de GIBIM-P3. Los residuos hidrofóbicos se muestran en rojo y los hidrofílicos en azul. La estructura secundaria fue simulada en línea 

usando el servidor de predicción PEP-FOLD 3.1: http://mobyle.rpbs.univ-paris-diderot.fr/cgi-bin/portal.py#forms::PEP-FOLD3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

GIBIM-P2G17I: GFLGKGLFSVVKGVLKI GIBIM-P2G17L: GFLGKGLFSVVKGVLKL GIBIM-P2G13N: GFLGKGLFSVVKNVLKG 

A 

B 

GIBIM-P3A3G: NVGATARGWLKKLGKRI GIBIM-P3T5S: NVAASARGWLKKLGKRI GIBIM-P3A6K: ATKKCGLWSILKGVGKI 

http://mobyle.rpbs.univ-paris-diderot.fr/cgi-bin/portal.py#forms::PEP-FOLD3
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Figura 10. Estructura secundaria simulada de los péptidos análogos. A) Análogos de GIBIM-P4 y B) 

Análogos de GIBIM-P5. Los residuos hidrofóbicos se muestran en rojo y los hidrofílicos en azul. La estructura secundaria fue 

simulada en línea usando el servidor de predicción PEP-FOLD 3.1: http://mobyle.rpbs.univ-paris-diderot.fr/cgi-bin/portal.py#forms::PEP-

FOLD3 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

GIBIM-P4A1I: INVAATARGWLKKIGKK GIBIM-P4A1V: VNVAATARGWLKKIGKK GIBIM-P4N2F: AFVAATARGWLKKIGKK 

A 

GIBIM-P5T2K: AKKKCGLFSILKGVGKI GIBIM-P5S9K: ATKKCGLFKILKGVGKI GIBIM-P5F8W: ATKKCGLFKILKGVGKI 

B 

http://mobyle.rpbs.univ-paris-diderot.fr/cgi-bin/portal.py#forms::PEP-FOLD3
http://mobyle.rpbs.univ-paris-diderot.fr/cgi-bin/portal.py#forms::PEP-FOLD3
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Figura 11. Péptidos sintéticos obtenidos por la metología F-moc. 

 

m/z (unidades de masa) para cada uno fueron acordes con sus respectivas masas 

moleculares obtenidas teóricamente. 

 

Por otro lado, la proyección de la rueda helicoidal de Schiffer-Edmundson fue 

determinada para cada péptido como se muestra en las figuras 12 y 13 

(http://rzlab.ucr.edu/scripts/wheel/wheel.cgi), en donde el residuo más hidrofóbico 

es verde, y la cantidad de verde disminuye proporcionalmente a la hidrofobicidad, 

con cero de hidrofobicidad codificada como amarillo. Los residuos cargados 

positivamente son de color gris y los residuos hidrófilos están codificados en 

naranja. El diagrama revela una conformación de carácter anfipático para los 

péptidos, mostrando que todos los residuos de aminoácidos hidrófilos de estos 

compuestos están situados en un lado, mientras que los residuos de aminoácidos 

hidrófobos están en el otro lado de la hélice. 

 

Además, con relación a la estructura secundaria de los péptidos sintéticos y 

análogos, se determinó el espectro de DC en condiciones simuladas de 

membrana en presencia de TFE/H2O a una concentración de 30 %v/v. Los 

péptidos adoptaron  

 

http://rzlab.ucr.edu/scripts/wheel/wheel.cgi
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Figura 12. Proyecciones de rueda helicoidal de los péptidos GIBIM-P1 A GIBIM-

P4A1V. Por defecto, se presenta los residuos hidrófilos como círculos, residuos hidrófobos como 

rombos, potencialmente cargados negativamente como triángulos y potencialmente con cargas 

positivas como pentágonos. 
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Figura 13. Proyecciones de rueda helicoidal de los péptidos GIBIM-P4N2F a GIBIM-

P6. Por defecto, se presenta los residuos hidrófilos como círculos, residuos hidrófobos como 

rombos, potencialmente cargados negativamente como triángulos y potencialmente con cargas 

positivas como pentágonos. 

 

 

una estructura α-hélice, exhibiendo un mínimo de dos bandas negativas a 205 y 

215 nm, lo que indica que adoptan una estructura α-hélice bien definida como se 

ha registrado en investigaciones previas [112–114]. Como ejemplo se presentan 

en las figuras 14 y 15 los espectros de DC de los péptidos diseñados y análogos 

de GIBIM-P2, respectivamente. La estructura secundaria se ha establecido como 

un prerrequisito para la actividad antimicrobiana [112,113]. 

 

En la tabla 6 se observa que todos los péptidos tuvieron un porcentaje helicoidal 

mayor al 2.4%, siendo el análogo GIBIM-P2G17L con menor estructura helicoidal. 

Mientras que el péptido GIBIM-P3 exhibió la mayor estructura helicoidal, la cual 

fue tomada como referencia (100%). Estos resultados indicaron que la cara 

hidrófoba no disruptiva a lo largo de la cara no polar del péptido estabiliza la 

estructura helicoidal  
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Figura 14. Espectros de DC de los péptidos diseñados. Los valores de tres scans se 

promediaron por muestra, y las concentraciones de péptido se fijaron a 150 µM. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Espectros de DC de los péptidos análogos a GIBIM-P2. Los valores de tres 

scans se promediaron por muestra, y las concentraciones de péptido se fijaron a 150 µM. 
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Tabla 6. Datos del DC dicroísmo circular de los péptidos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*La elipticidad residual media [θ]222 (deg.cm
2
.mol

-1
) a una longitud de onda de 222 nm fue medida a 

25 °C. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Péptido [θ]222
*
 % Hélice 

GIBIM-P1 -5584.01 4.3 
GIBIM-P2 -6078.55 4.6 

GIBIM-P2G17I -11985.6 9.2 
GIBIM-P2G17L -3162.54 2.4 
GIBIM-P2G13N -5916.88 4.5 

GIBIM-P3 -130804 100.0 
GIBIM-P3A3G -85721.2 65.5 
GIBIM-P3T5S -5493.67 4.2 
GIBIM-P3A6K -8515.4 6.5 

GIBIM-P4 -5253.31 4.0 
GIBIM-P4A1I -4241.47 3.2 
GIBIM-P4A1V -82558.7 63.1 
GIBIM-P4N2F -40880.2 31.3 

GIBIM-P5 -85015.5 65.0 
GIBIM-P5T2K -34259.1 26.2 
GIBIM-P5S9K -23084 17.6 
GIBIM-P5F8W -19221.3 14.7 

GIBIM-P6 -44706.5 34.2 
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Chapter 3 Fourier Transfor m Ion Cyclotron Resonance Mass Spe ctrometry and Petrole omic 

CAPÍTULO 3 
 

 

EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD BIOLÓGICA DE LOS PÉPTIDOS GIBIM-P1 A 

GIBIM-P6 Y ANÁLOGOS 

 

RESUMEN 

 

Los PAMs constituyen agentes terapéuticos muy interesantes frente a 

enfermedades infecciosas, debido a su amplio espectro de actividad 

antimicrobiana, baja tendencia a desarrollar resistencia, rápida eliminación de 

patógenos, una variedad de mecanismos de acción y sinergismo con antibióticos 

clásicos [115–117]. 

Se han desarrollado diferentes estudios basados en la búsqueda de nuevos 

péptidos con propiedades mejoradas que incluyen actividad, en muchos casos la 

estabilidad y biodisponibilidad [118–120]. Un ejemplo de ellos es el PAM MSI-78, 

desarrollado a partir de la magainina-2, producido por “Genaera Corporation”, con 

acción antibacteriana mejorada, incluso contra bacterias multirresistentes [121]. 

Por ejemplo, la actividad del péptido hLF1-11 (GRRRRSVQWCA), derivado de la 

lactoferrina (LF) humana, mejoró su actvidad en relación con la LF entre tres a 

seis veces, si frente a SARM, Acinetobacter baumannii multirresistente (AbMDR) y 

Candida albicans invasiva resistente a fluconazol. El potente efecto antimicrobiano 

de LF1-11 se atribuye a las dos primeras argininas en la región N-terminal de la LF 

humana [122]. Asimismo, tres péptidos análogos derivados de lactoferrampina 

(LFampin) mostraron una actividad mejorada con respecto a la secuencia original, 

frente a E. coli O157:H7 enterohemorrágica [123]. La optimización del  PAM pudo 
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conseguirse, realizando una sola sustitución de W por T en la posición 9 de la 

secuencia del péptido con carácter anfipático RI16 en la cara hidrófoba, 

aumentando actividad antimicrobiana frente a P. aeruginosa [124].  

 

Por otro lado, los PAMs son también excelentes candidatos para el diseño de 

nuevos agentes antiprotozoarios [125, 126]. Sin embargo, esta posibilidad no ha 

sido plenamente investigada o explotada. Las razones de la falta de investigación 

en esta área pueden atribuirse, en parte, al hecho de que muchas infecciones 

parasitarias son más prevalentes en los países en vía desarrollo y que la 

búsqueda de nuevos agentes antiparasitarios es considerada como una prioridad 

relativamente baja por las compañías farmacéuticas. Sin embargo, los PAMs 

poseen varios atributos atractivos como agentes potenciales antileishmaniales, 

incluyendo la falta de toxicidad hacia las células de mamífero en concentraciones 

requeridas para matar parásitos de Leishmania.  

 

Además, algunos estudios indican que los PAMs ejercen su actividad 

antileishmanial a través de una interrupción de las membranas biológicas, un 

mecanismo que es considerablemente diferente de los utilizados por los otros 

medicamentos disponibles. Este nuevo mecanismo de acción puede proporcionar 

agentes antileishmaniales basados en PAMs con la capacidad de superar la 

resistencia observada con los fármacos existentes, permitiendo así su uso 

potencial en terapias de combinación [127]. 

 

En el presente capítulo se presentan los resultados relacionados con la evaluación 

de la actividad antibacteriana de los péptidos diseñados GIBIM-P1 a GIBIM-P6 y 

sus análogos, frente a E. coli O157: H7, SARM y P. aeruginosa. Asimismo, se 

evaluó la actividad antiparasitaria de los PAMs frente a Leishmania y la actividad 

hemolítica frente a eritrocitos de carnero. Además, se estudió la estabilidad de los 

péptidos más activos frente a las enzimas proteolíticas y sales presentes en suero 
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fisiológico. Adicionalmente, se determinó permeabilización de la membrana 

bacteriana y parasitaria frente a los péptidos más activos, mediante el ensayo de 

absorción de Sytox Green. También, se observó la distribución celular del péptido 

GIBIM-P5S9K en las cepas patógenas mediante microscopía de fluorescencia. 

Por lo anterior, se determinó que algunos péptidos análogos y diseñados pueden 

ser considerados como candidatos a agentes antimicrobianos. 

3.1 METODOLOGÍA 

En el Esquema 3 se muestra la metodología general que se llevó a cabo para 

determinar la actividad antimicrobiana de los péptidos diseñados. 

 

Esquema 3. Metodología general de la propuesta de investigación descrita 

en el capítulo 3. 

 

3.1.1. Materiales y reactivos 

Las tres cepas bacterianas E. coli O157: H7, P. aeruginosa y SARM fueron donadas por 

la Escuela de Microbiología de la Pontificia Universidad Javeriana. La línea celular de tipo 

epitelial de carcinoma de pulmón humano A549 y HepG2 fue donada por el "Laboratorio 
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de oxidación de cultivos celulares y biológicos" de la Universidad Federal de Rio de 

Janeiro (Brasil). Los parásitos promastigotes de Leishmania donovani (L. donovani) y 

amastigotes de Leishmania pifanoi fueron donados por el Dr. Luis Rivas del Centro 

de Investigaciones biológicas (CSIC, Madrid, España). 

Los medios de cultivo Müller Hilton (MH), infusión de cerebro y corazón (BHI) y Luria 

Bertani (LB) fueron adquiridos de Oxoid (Basingstoke, Inglaterra). El medio M199 fue 

adquirido de GIBCO (Invitrogen, CA). Los reactivos de Lisostafina, Bromuro de 3-

(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT), Dimetilsulfoxido (DMSO) y Tritón 

X-100 fueron adquiridos de Sigma (Sigma, ST Louis, MO). El antibiótico de 

Ofloxacina fue adquirido de Merck (Darmstadt, Alemania). Los péptidos fueron 

disueltos en solución tampón fosfato (1 mM, pH=7.2)  

 

3.1.2. Determinación de la actividad antibacteriana de los PAMs  

El método de microdilución para la estimación de los valores de CMI se realizó en placas 

multipocillo de ELISA de acuerdo con los protocolos publicados por otros autores con 

algunas modificaciones [123].  

 

Inicialmente, se preparó un preinóculo de SARM en caldo MH y de las cepas gram-

negativas, E. coli O157:H7 y P. aeruginosa, en LB agitando el caldo bacteriano a una 

velocidad de 200 rpm a 37°C durante 14h. Posteriormente, se hizo el seguimiento de la 

cinética de crecimiento empleando el preinóculo bacteriano en microplacas tipo ELISA 

que previamente contenían los PAMs diseñados y análogos a diferentes concentraciones 

(entre 0.5 y 80 µM) a 37°C con una agitación de 200rpm durante 8h. Las medidas de 

absorbancia se realizaron en un espectrofotómetro lector de microplaca ELISA (Biorad, 

imarck) a 595 nm. La concentración mínima inhibitoria (CMI) se definió como la menor 

concentración de péptido que produce una inhibición en el crecimiento de la bacteria. Los 

valores de CMI99 corresponden a las dosis que inhiben el 99% de crecimiento bacteriano. 

 

Posterior a la determinación de la CMI, se estableció la CMB. Se utilizaron los cultivos de 

SARM que fueron inhibidos por los péptidos durante la determinación de CMI. Se tomaron 
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muestras de estos cultivos y se inocularon en el caldo de cultivo Infusión de cerebro-

corazón (BHI) en tubos Eppendorf a 37°C durante 24 horas. 

 

A continuación, se tomó una alícuota de cada tubo y se realizó la siembra en superficie 

de cajas de Petri que contenían BHI agar con el fin de corroborar el efecto bactericida 

en aquellas donde no hubo crecimiento de colonias bacterianas. El valor de CMB se 

determinó como aquella concentración donde el 100% del crecimiento bacteriano fue 

inhibido completamente en comparación con el control positivo (sin tratamiento con 

péptido). Todos los ensayos se realizaron independientemente por triplicado. 

 

3.1.3. Evaluación de las sales sobre la actividad antibacteriana de los PAMs  

Para evaluar la susceptibilidad salina de los péptidos más activos, se determinó la 

actividad antimicrobiana en presencia de diferentes concentraciones de sales que se 

encuentran presentes en el suero fisiológico: NaCl 150 mM, KCl 4,5 mM y 1mM de MgCl2 

[124]. Una solución a una concentración inicial de 200 mM de cada sal se esterilizó y se 

llevó a la concentración final fisiológica deseada para el ensayo a un volumen de 200 µL 

en cada pocillo de la microplaca. La determinación de la CMI se llevó a cabo como se ha 

descrito en el apartado 3.1.2. Todos los ensayos se realizaron independientemente 

por triplicado. 

 

3.1.4. Determinación de la CMI del enantiómero D-GIBIM-P5F8W  

Por otro lado, con el fin de comprobar si la quiralidad del péptido GIBIM-P5F8W tiene un 

papel fundamental en la actividad antimicrobiana, su enantiómero D-GIBIM-P5F8W fue 

sintetizado y donado por el grupo del Grupo de Investigación de Química Combinatoria 

para el Desarrollo de Nuevos Compuestos dirigido por el Dr. Fernando Albericio 

(Barcelona, España). El enantiómero D-aminoácido fue caracterizado estructural (Anexo 

H) y funcionalmente determinando la actividad de la misma forma como se realizó con el 

enantiómero L [128]. Todos los ensayos se realizaron independientemente por 

triplicado. 
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3.1.5 Determinación del grado de hemólisis de los PAMs en eritrocitos de carnero 

La actividad hemolítica de los péptidos GIBIM-P1 a GIBIM-P6 y sus análogos se 

determinó midiendo la hemólisis en eritrocitos carnero inducida por estos compuestos, 

como se ha realizado en previos estudios [129]. Como control positivo se utilizó una 

suspensión que contenía los eritrocitos y Tritón X-100 al 1%. Esta combinación produce el 

100% de hemólisis.  

El porcentaje de hemólisis se calculó usando la siguiente ecuación 3:  

 

Hemolisis (%) = (As-Ao)/(A100-A0) x100% (3), donde As es la absorbancia de la muestra, 

A100 es la absorbancia de los eritrocitos lisados completamente en 0,1% Tritón X-100 y 

A0 es la absorbancia en ausencia completa de hemólisis. Todos los ensayos se 

realizaron independientemente por triplicado. 

 

3.1.6 Determinación de la citotoxicidad in vitro de los PAMs  

La citotoxicidad de los péptidos con mayor actividad antimicrobiana se determinó 

in vitro, de acuerdo con el método publicado por Fernández-Reyes, Nakhjavani y 

col. [129, 130]. Para el ensayo se cultivó una línea celular de carcinoma de pulmón 

humano A549 y HepG2 en medio Eagle Modificado (EMEM) suplementado con 

Suero Fetal Bovino (SFB) al 10%. Se colocaron 7500 células/pocillo en 

microplacas de 96 pocillos en un volumen final de 0,2 mL en medio; después se 

incubaron en una atmósfera humidificada de CO2 al 5% a 37ºC, durante 24 h. La 

viabilidad celular se determinó midiendo absorbancia a 550nm en un lector de 

microplacas (Thermo). El control positivo de lisis celular se realizó con Triton X-

100 al 0,1%, el cual ocasionó una lisis del 100%. Todos los ensayos se realizaron 

independientemente por triplicado. 

 

3.1.7 Determinación de la estabilidad de los PAMs GIBIM-P5S9K y GIBIM-P5F8W en 

suero humano 

Se determinó la estabilidad de los péptidos GIBIM-P5S9K y GIBIM-P5F8W en suero 

humano de acuerdo con lo descrito por Nguyen, Kim y col.,[131, 132] con algunas 

modificaciones. Brevemente, se preparó una suspensión que contenía los PAMs a 
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una concentración final de 100 μM y suero humano deslipidado al 10%, y se 

incubó a 37ºC durante 360 min. A continuación, se tomaron alícuotas de 500μl de 

estas soluciones en diferentes momentos y se centrifugaron en ultrafiltros Amicon 

de 3kDa para separar el suero y el péptido. Los péptidos se cuantificaron usando 

RP-HPLC. Todos los ensayos se realizaron independientemente por triplicado. 

 

3.1.8 Estudio de la distribución celular del péptido GIBIM-P5S9K mediante 

microscopía confocal de fluorescencia 

Las cepas de E. coli O157: H7, P. aeuroginosa y SARM fueron incubadas en la 

presencia del péptido GIBIM-P5S9K marcados con Rodamina en un microscopio 

confocal de barrido láser Leica TCS SP5 II (Berlín, Alemania) para determinar la 

distribución celular de estos compuestos. Alícuotas de cultivos bacterianos en la 

fase logarítmica media se centrifugaron (2500 g x 5 min) y se resuspendieron en la 

presencia de los péptidos marcados con Rodamina en tampón salino isotónico 

(PBS) durante 1.5 horas. Las células bacterianas fueron marcadas con el 

fluorocromo de TO-PRO®-3. La fluorescencia se observó usando los filtros 

apropiados. Las imágenes fueron analizadas el software por Leica Aplicación Suite 

fluorescencia avanzada (LAS AF) en un formato de 512x512 píxeles [133]. 

 

Por otro lado, con el fin de evidenciar el amplio espectro de actividad de los 

péptidos, éstos fueron evaluados en parásitos amastigotes de Leishmania pifanoi 

y promastigostes de Leishmania donovani para determinar si también presentaban 

actividad antiparasitaria. La sección experimental que se presenta a continuación 

fue desarrollada en el grupo de investigación de péptidos antibióticos eucarióticos 

adscritos al Centro de investigaciones Biológicas, el cual está dirigido por el Dr. 

Luis Ignacio Rivas López y se encuentra ubicado en la ciudad de Madrid, España. 

 

3.1.9 Determinación de la actividad antiparasitaria de los PAMs 

La metodología para determinación de la actividad antiparasitaria, fue la descrita 

por Silva y col.,[134]. Los parásitos ensayados fueron Leishmania donovani y 

https://es.wikipedia.org/wiki/Leishmania_donovani
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Leishmania pifanoi, a una densidad de 2x 107 parásitos/mL en una solución salina 

de Hanks (137 mM NaCl, 5.3 mM KCl, 0.4 mM KH2PO4, 4.2 mM NaHCO3 y 0.4 

mM Na2HPO4, pH = 7.2) suplementada con D-glucosa 10 mM. La actividad del 

péptido GIBIM-P1, GIBIM-P6 y análogos se determinó a una concentración de 25 µM 

mediante la inhibición de la reducción del MTT a corto plazo (4h) y bajo 

condiciones de proliferación (72h). La EC50 se definió como la concentración 

efectiva de péptido que causa el 50% de inhibición de la reducción de MTT a 4 h 

de incubación y el LC50 determinó como la concentración de péptido que causa 

50% de inhibición en la proliferación de Leishmania. Todos los ensayos se 

realizaron por triplicado y en condiciones de esterilidad. 

 

3.1.10 Evaluación de la permeación de la membrana bacteriana y parasitaria 

causada por los PAMs 

Se utilizó la sonda verde fluorescente SYTOX para determinar la permeabilización de la 

membrana bacteriana y parasitaria como se ha publicado previamente [129, 135]. Para 

esto, se transfirieron alícuotas de 100 μl del cultivo bacteriano (1 x 106 UFC/ml) y de la 

suspensión celular (2 x 10
7

 parásitos/mL) con SYTOX verde 1 μM en Hanks + glucosa a 

una placa negra de 96 pocillos y se incubaron a la temperatura necesaria para el 

crecimiento de cada microrganismo. La fluorescencia se midió en un espectrofluorómetro 

Polarstar Galaxy (Λexc = 504 nm, λem = 523 nm). Una vez alcanzada la fluorescencia 

basal, se añadieron los péptidos a una concentración de 25 µM a estos pocillos y la 

fluorescencia se monitoreó durante 40 min. La permeabilización máxima (100%) de 

bacterias patógenas gram-negativas, SARM y los parásitos se obtuvo mediante la adición 

de 4 μM del péptido CAME(1-8) M (118) más 0,1% de Tritón X-100, Lisostafina (0,07 

µg/μL de concentración final) más 0,1% de TX-100 y Triton X-100 al 0.1%, 

respetivamente. Todos los ensayos se realizaron por triplicado. 

 

3.1.11 Determinación de la citotoxicidad de los péptidos en macrófagos 

peritoneales 

Los macrófagos fueron obtenidos del peritoneo de ratones BALB/c sacrificados por 

dislocación cervical, que fueron manipulados en todo momento bajo condiciones 
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de esterilidad. Los macrófagos peritoneales BALB/c se resuspendieron a una 

densidad final de 106 células/mL en medio de cultivo desprovisto de rojo fenol. Se 

sembraron luego en una microplaca de cultivo de 96 pocillos (100 μl/pocillo) y se 

incubaron con los péptidos más activos a diferentes concentraciones durante 4 h A 

37 °C. La citotoxicidad se evaluó utilizando el ensayo colorimétrico de reducción 

de MTT y se expresó como el porcentaje del valor obtenido para las células de 

control [136]. 

 

3.1.12 Análisis estadístico  

Los datos experimentales se representan como media ± desviación estándar. Las 

diferencias entre los grupos se examinaron con análisis unidireccional de la 

varianza utilizando el sistema SPSS 19.0 (IBM Corp., Armonk, NY, EE.UU.). Se 

consideró que p<0,05 indica una diferencia estadísticamente significativa. 

 

3.2 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

3.2.1 Actividad antibacteriana 

Los péptidos catiónicos diseñados inhibieron el crecimiento de la bacteria Gram-

positiva MRSA y de las bacterias Gram-negativas E. coli O157: H7 y P. aeruginosa 

de una manera dosis dependiente de la concentración (Tabla 7). En general, al 

menos once de los 18 péptidos evaluados mostraron ser activos frente a las cepas 

patógenas a una concentración igual o inferior a 100 μM. En todos los ensayos de 

actividad antibacteriana la ofloxacina fue usada como control positivo ya que es un 

fármaco de amplio espectro usado frente a bacterias Gram-positivas como Gram-

negativas. 

 

El péptido diseñado a partir del algoritmo genético con mayor actividad 

antibacteriana frente a las cepas evaluadas fue GIBIM-P6, con un CMI99 de 5.0 μM 

frente a E. coli O157: H7, y 10 μM contra SARM y P. aeruginosa. En segundo 

lugar, los tres PAMs GIBIM-P4, GIBIM-P3 y GIBIM-P5 presentaron una CMI99 de 

50 μM frente a E. coli O157: H7, 25 μM frente a SARM y 10 μM frente a P. 
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aeruginosa, respectivamente. Con el diseño de los PAMs análogos estos valores 

resultaron aún mejores. Por ejemplo, los PAMs análogos GIBIM-P5F8W y GIBIM-

P5S9K, con una CMI99 de 5.0 y 25 μM frente a S. aureus, respectivamente; 50 y 

100 μM frente a E. coli O157: H7 y más interesante aún 10 μM frente a P. 

aeruginosa. Los análogos antes comentados, se diseñaron a partir de la 

sustitución de un aminoácido de la secuencia del péptido GIBIM-P5, con lo cual se 

logró aumentar hidrofobicidad (cambiando F por W) y carga (cambiando S por K). 

 

Por el contrario, algunas modificaciones fueron desfavorables y disminuyeron la 

actividad de los análogos con respecto al péptido tomado como referencia. Un 

ejemplo es el análogo GIBIM-P2G17L que presentó una menor actividad 

comparada con el péptido GIBIM-P2, esto debido a que la CMI99 del análogo fue 

mayor a 100 µM. Los resultados indican que las sustituciones en la región C-

terminal no producen efecto sobre la hidrofobicidad y por lo tanto no afectan la 

actividad antimicrobiana. Sin embargo, otros estudios han demostrado que este 

tipo de sustituciones pueden afectar la estabilidad del PAM [137]. 

 

Por otro lado, la actividad de los PAMs GIBIM-P1, GIBIM-P3 y GIBIM-P4 

presentaron importantes valores de CMI99 de 50 µM y 25 µM frente a E. coli 

O157:H7 y SARM, respectivamente. Cabe resaltar que todos los PAMs diseñados 

y sintetizados se encontraban en la región C-terminal amidados, con el fin de 

neutralizar la carga negativa creada por el grupo ácido COOH C-terminal. Esta 

modificación se añade para evitar la degradación enzimática, favorecer la 

imitación de proteínas nativas y en algunos casos, evitar la unión del extremo C-

terminal de los péptidos con iones hidrógeno u otros grupos reactivos, que podrían 

ocasionar interferencia en los ensayos [138]. 

 

Los PAMs son moléculas altamente específicas, por este motivo pueden 

interactuar de forma diferente con las bacterias patógenas afectando la actividad. 

Por ejemplo, 
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Los datos que se muestran son el promedio de tres experimentos independientes realizados por triplicado. 

 

 Tabla 7. Actividad antibacteriana de los péptidos GIBIM-P1 a GIBIM-P6 y análogos. 
 

Péptido Secuencia 
E. coli O157:H7 (µM) SARM (µM) 

P. aeruginosa 

(µM) 

Hemólisis 

(µM) 

Toxicidad en 

macrófagos (µM) 

MIC99 MBC MIC99 MBC MIC99 MBC HC50 EC50 

GIBIM-P1 QVKGAKLWLSLMKWGGI-NH2 50 >100 25 >100 >100 >100 > 50 10.0  

GIBIM-P2 GFLGKGLFSVVKGVLKG-NH2 100 >100 75 >100 >100 >100 > 50 ------ 

GIBIM-P2G17I GFLGKGLFSVVKGVLKI-NH2 50 >100 75 >100 >100 >100 > 50 ------ 

GIBIM-P2G17L GFLGKGLFSVVKGVLKL-NH2 >100 >100 50 100 >100 >100 > 50 4.0  

GIBIM-P2G13N GFLGKGLFSVVKNVLKG-NH2 100 >100 100 >100 100 >100 > 50 8.0  

GIBIM-P3 NVAATARGWLKKLGKRI-NH2 50 100 25 75 >100 >100 > 50 >25  

GIBIM-P3A3G NVGATARGWLKKLGKRI-NH2 75 >100 100 >100 50 >100 > 50 ------ 

GIBIM-P3T5S NVAASARGWLKKLGKRI-NH2 100 >100 75 >100 75 >100 > 50 ------ 

GIBIM-P3A6K NVAATKRGWLKKLGKRI-NH2 75 100 >100 >100 100 >100 > 50 ------ 

GIBIM-P4 ANVAATARGWLKKIGKK-NH2 50 75 50 75 100 >100 > 50 ----- 

GIBIM-P4A1I INVAATARGWLKKIGKK-NH2 >100 >100 50 100 25 >100 > 50 ----- 

GIBIM-P4A1V VNVAATARGWLKKIGKK-NH2 50 >100 75 >100 25 >100 > 50 ----- 

GIBIM-P4N2F AFVAATARGWLKKIGKK-NH2 75 >100 100 >100 50 >100 > 50 ----- 

GIBIM-P5 ATKKCGLFSILKGVGKI-NH2 100 >100 100 >100 10 >100 > 50 ------ 

GIBIM-P5T2K AKKKCGLFSILKGVGKI-NH2 50 >100 75 100 25 >100 > 50 ------ 

GIBIM-P5S9K ATKKCGLFKILKGVGKI-NH2 10 50 25 75 10 >100 > 50 4.0  

GIBIM-P5F8W ATKKCGLWSILKGVGKI-NH2 0,5 10 5.0 50 10 75 > 50 2.5  

GIBIM-P6 NVAATARGWLKKIGKKI-NH2 5.0 25 10 25 10 >100 > 50 13.0   

Ofloxacina  8.8 >8.8 3.6 >5.5 2.8 5.5 ------ ----- 
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si comparamos la actividad de los PAMs (Tabla 7) frente a las dos cepas gram-

negativas, P. aeruginosa y E. coli O157:H7, podemos observar que presentan un 

mayor efecto sobre esta última cepa. Esto puede ser debido a que P. aeruginosa 

posee una permeabilidad de membrana externa extremadamente escasa, 

haciendo que las bombas de eflujo sea un mecanismo de defensa contra estas 

moléculas  [139].  

 

Los PAMs GIBIM-P1, GIBIM-P3 y GIBIM-P5S9K presentaron alta actividad 

antibacteriana contra MRSA, alcanzando valores comparables a los de otros 

péptidos cíclicos anfifílicos y sus análogos, que han sido diseñados contra 

patógenos multirresistentes; específicamente, el péptido cíclico [R4W4], el PAM 

más potente contra SARM descrito hasta la fecha con una CMI99 de 2,67 μg/mL 

[140]. 

 

Asimismo, se demostró la capacidad de la estrategia propuesta para diseñar y 

optimizar péptidos; el GIBIM-P5S9K aumentó diez veces la actividad 

antimicrobiana comparada con el péptido de original GIBIM-P5 contra E. coli y 

cuatro veces contra el MRSA y fue más eficiente que el GIBIM-P5T2K frente a 

estas bacterias. Las modificaciones en GIBIM-P5T2K y en GIBIM-P5S9K se 

hicieron en la cara hidrófoba de la hélice α. En ambos casos el reemplazo fue 

similar, Thr y Ser fueron cambiados por Lys. Los resultados sugieren que el 

aumento de la actividad antimicrobiana no se debe exclusivamente al aumento de 

la carga positiva global del péptido, sino a la distribución de cargas positivas a lo 

largo de la estructura del péptido. De hecho, GIBIM-P3A6K (con la carga neta 

positiva más alta (+6)) no aumentó su actividad en comparación con GIBIM-P3 a 

pesar de que el efecto electrostático entre el péptido y la membrana bacteriana es 

impulsado por las interacciones iónicas entre los grupos catiónicos del péptido y la 

cabeza aniónica de los fosfolípidos como se ha publicado previamente [141]. Esto 

es muy importante teniendo en cuenta que tanto las bacterias Gram-positivas 

como las Gram-negativas, desarrollan diferentes estrategias para generar 
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resistencia a los PAMs, aunque tienen estructuras celulares envolventes distintas 

[142]. 

 

Los PAMs GIBIM-P1, GIBIM-P3 y GIBIM-P4N2F, presentaron menor actividad que 

otros péptidos de composición similar [124], posiblemente porque la ubicación de 

los residuos de Trp en la secuencia no permite la interacción π-catión, con una 

estabilización concomitante de los anillos indoles aromáticos y una mayor 

actividad antibacteriana[143–145]. Además, la presencia del anillo aromático indol 

podría producir una despolarización de la membrana bacteriana por la presencia 

de este sistema de conjugación. 

 

En el caso de GIBIM-P5F8W tiene un porcentaje de homología del 92% en 11 

aminoácidos con el péptido antimicrobiano anfibio escuelentin [146]. Este péptido 

potenció su actividad 220 veces comparado con el péptido inicial GIBIM-P5 frente 

a E. coli O157:H7 (MIC99=0.5 µM) y SARM (MIC99=5.0 µM), respectivamente 

(Figura 19 y 20). La sustitución del aminoácido de Trp en una de las regiones 

hidrófobas (Tabla 7) juega un papel crucial en el aumento de la actividad y ha sido 

estudiada por otros autores [147–148]. Este resultado implica la importancia 

particular del aminoácido de Trp en la región media de la secuencia peptídica, que 

demuestran que este residuo no sólo se divide más favorablemente en la interfase 

de membrana, sino que también es más hidrófobo y tiene una mayor afinidad por 

fases hidrofóbicas voluminosas que otros residuos aromáticos [149]. 

Otro PAM muy activo fue GIBIM-P6, que exhibió actividad frente a E. coli O15.H7 

con un CMI99 de 5,0µM. Asimismo, frente SARM y P. aeruginosa presentó 

actividad con un CMI99 de 10 µM para ambas cepas. Sin embargo, este 

compuesto se oxidaba fácilmente a temperatura ambiente y su manipulación a 

nivel experimental era muy complicado.  

 

En este contexto, combinando un método que utiliza un modelo computacional 

para correlacionar las propiedades fisicoquímicas de un péptido y un diseño 
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racional identificando los aminoácidos conservados se obtuvieron 6 péptidos con 

la mejor actividad antimicrobiana; cuatro péptidos diseñados (GIBIM-P3, GIBIM-

P4, GIBIM-P5 y GIBIM-P6) y dos péptidos análogos (GIBIM-P5S9K y GIBIM-

P5F8W), siendo los dos últimos candidatos, los que exhibían mayor actividad. 

Cabe destacar que algunos de los péptidos diseñados presentaron actividad 

antibacteriana comparable o superior a los péptidos como Cecropin B, Cecropin 

P1 y Hepcidin [150, 151].Adicionalmente, el péptido  GIBIM-P5S9K tiene un 92% 

de homología en 10 aminoácidos con el péptido antimicrobiano anfibio esculentina 

(http://www.ebi.ac.uk/pdbe/entry/pdb/2n6m). Esto significa que de alguna manera, 

el algoritmo puede imitar la evolución impulsada por la naturaleza en algunos 

PAMs. 

 

En cuanto a la CMB, sólo el péptido GIBIM-P5F8W fue bactericida contra P. 

aeruginosa y por lo menos seis de los dieciocho péptidos presentó dicho efecto 

frente a E. coli O157:H7 y SARM. 

  

Por otra parte, uno de los múltiples obstáculos para la implementación del uso de  

PAMs en clínica, es el la reducción del potencial antibacteriano del péptido cuando 

se encuentra en presencia de sales fisiológicas [124, 152]. Por lo tanto, se 

determinó que la actividad antimicrobiana de los péptidosGIBIM-P5S9K y GIBIM-

P5F8W en presencia de sales a las concentraciones fisiológicas. Como vemos en 

la Tabla 8 los péptidos presentaron el mismo efecto antibacteriano independiente 

de la sal. Sin embargo, los péptidos GIBIM-P5S9K y GIBIM-P5F8W disminuyeron 

su actividad frente a la cepa bacteriana de E. coli O157:H7 en presencia de la sal 

de magnesio (MgCl2) a una concentración de 1mM. Estudios previos [152] han 

mostrado que la unión del péptido–lípido es más fuerte a concentraciones más 

bajas de sal. Los péptidos alteran los lípidos, pero este efecto disminuye a medida 

que aumenta la concentración de sal. Además, es probable que los residuos 

catiónicos de los péptidos compitan con los cationes mono y divalentes de las 

sales para los mismos sitios de unión en la región de la cabeza hidrofóbica del 

lípido y por esta razón disminuyan su actividad. 
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Tabla 8. Actividad antibacteriana de los péptidos GIBIM-P5S9K y GIBIM-P5F8W en 

presencia de sales 

Péptidos E. coli O157:H7 SARM P. aeruginosa 

Control Na
+1

 K
+1

 Mg
+2

 Control Na
+1

 K
+1

 Mg
+2

 Control Na
+1

 K
+1

 Mg
+2

 

GIBIM-

P5S9K 

10 10 10 12.5 25 25 25 25 10 10 10 10 

GIBIM-

P5F8W 

0.5 0.5 0.5 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 10 10 10 10 

 

Por otro lado, con el objetivo de estudiar el mecanismo de unión del péptido 

GIBIM-P5F8W a la membrana la actividad antimicrobiana del enantiómero D del 

péptido se comparó con la de su enantiómero L frente a las cepas patógenas de 

E. coli O157:H7, SARM y P. aeruginosa. Esto se debe a que como se ha publicado 

previamente [150] la quiralidad de la membrana celular requeriría una quiralidad 

peptídica específica para que estas moléculas sean activas, pero si la actividad de 

los enantiomeros D y L son similares sugiere que el mecanismo antimicrobiano de 

estas moléculas no implica una interacción estereoselectiva con una enzima 

quiral, lípido o receptor de proteína. Como se observa en la tabla 9, los valores de 

la CMI99 del péptido GIBIM-P5F8W frente a P. aeruginosa fueron iguales, 

sugiriendo que la quiralidad no es un factor determinante en la actividad y que la 

membrana celular es su diana principal. No obstante, en el caso de las cepas E. 

coli O157:H7 y SARM parece que la interacción quiral entre el péptido GIBIM-

P5F8W- y la superficie de la membrana está mediada por receptores favoreciendo 

el reconocimiento del enantiómero L.  

 

3.2.2 Toxicidad in vitro de péptidos activos 

 

Para ser útiles en la aplicación terapéutica, los PAMs necesitan ser selectivos 

hacia las células eucariotas, por tal razón se evaluó la toxicidad en eritrocitos y en 

líneas celulares. 
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Tabla 9. Actividad antibacteriana delos enantiómeros del péptido GIBIM-P5F8W  

Péptido E. coli O157:H7 SARM P. aeruginosa 

 MIC99 (µM) 

Enantiómero 

L 

MIC99 (µM) 

Enantiómero 

D 

MIC99 (µM) 

Enantiómero 

L 

MIC99 (µM) 

Enantiómero 

D 

MIC99 (µM) 

Enantiómero 

L 

MIC99 (µM) 

Enantiómero 

D 

GIBIM-

P5F8W 

0.5 25 10 25 10 10 

Péptido E. coli O157:H7 SARM P. aeruginosa 

 MBC99 (µM) 

Enantiómero 

L 

MBC99 (µM) 

Enantiómero 

D 

MBC99 (µM) 

Enantiómero 

L 

MBC99 (µM) 

Enantiómero 

D 

MBC99 (µM) 

Enantiómero 

L 

MBC99 (µM) 

Enantiómero 

D 

GIBIM-

P5F8W 

10 50 50 >100 75 10 

Ninguno de estos péptidos presentó actividad hemolítica superior al 40% a 50 μM, 

siendo la concentración más alta ensayada (Figura 16), ya que estas moléculas se 

consideran hemolíticas cuando a una concentración de 25 µM se ha producido 

mayor a igual al 50% de hemólisis con respecto al control [129]. 

Figura 16. Actividad hemolítica de los péptidos diseñados y análogos a diferentes 

concentraciones frente a eritrocitos de carnero. La desviación estándar fue muy baja. 

Los ensayos se repitieron por triplicado en tres experimentos independientes. 
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Por otro lado, para la evaluación del efecto citotóxico de los PAMs se realizó el 

ensayo con la línea celular A549 de tejido pulmonar, la cual fue incubada en 

presencia de diferentes concentraciones de los péptidos GIBIM-P3, GIBIM-P4, 

GIBIM-P5, GIBIM-P5S9K, GIBIM-P5F8W y GIBIM-P6 (Fig. 17A). Estos péptidos 

no mostraron ninguna citotoxicidad detectable incluso a 100 μM, a excepción del 

péptido GIBIM-P5F8W que presentó un porcentaje de células viables por debajo 

del 50% (36.8%) a 100 µM (que es doscientas a diez veces mayor que la CMI99 

para las cepas evaluadas). Además, la viabilidad de esta línea celular incubada 

con el péptido GIBIM-P5S9K a 100 μM (que es cuatro veces mayor que la CMI99), 

fue del 50% en comparación con las células no tratadas. Los péptidos son 

considerados citotóxicos cuando a una concentración cuatro veces mayor por 

encima del MIC99 presentan un porcentaje de células viables menor al 50% [130] 

Adicionalmente, en la evaluación de la citotoxicidad de los PAMs más activos 

frente a las células HepG2 de carcinoma humano se observó que los péptidos 

GIBIM-P3 y GIBIM-P4 promovieron el crecimiento celular en algunas 

concentraciones evaluadas (Fig. 17B). Estos resultados son similares a los 

obtenidos por Li y col.,[39] en los cuales el péptido GRP 

(VPLPAGGGTVLTKMYPR GNHWAVGHLM-NH2) sirve como un mitógeno para las 

células HepG2, dando lugar a una proliferación mejorada, reducción de la 

apoptosis y la aceleración de la progresión del ciclo celular. Por su parte, los 

péptidos GIBIM-P5, GIBIM-P5S9K, GIBIM-P5F8W y GIBIM-P6 presentaron un 

porcentaje de viabilidad celular de 94.5%, 90.7%, 88.6% y 72.3%, 

respectivamente. Los ensayos citotóxicos in vitro demostraron que los péptidos 

evaluados no presentaron efectos sobre la viabilidad de hematocitos, las líneas 

celulares A549 y HepG2. 

 

Los resultados obtenidos sugieren que los péptidos más activos, GIBIM-P5S9K, 

GIBIM-P5F8W, pueden servir como agentes terapéuticos frente a infecciones por 
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causadas por los microorganismos de E. coli O157:H7, SARM y P. aeruginosa, 

porque presentan una alta actividad antimicrobiana y un bajo efecto citotóxico. 

3.2.3 Evaluación de la estabilidad en suero de los PAMs GIBIM-P5S9K y 

GIBIM-P5F8W 

 

Los péptidos sintéticos a menudo carecen de la estabilidad conformacional 

requerida para ser un fármaco exitoso; por lo tanto, la determinación de la 

estabilidad del péptido en el suero constituye un ensayo de selección muy 

importante. La estabilidad del péptido en suero puede determinarse de forma 

sencilla mediante RP-HPLC tanto en estudios in vitro como in vivo [154]. 

 

En la figura 18 se observan los cromatogramas de los péptidos L-GIBIM-P5S9K y 

los enantiómeros del péptido D,L-GIBIM-P5F8W en presencia de suero humano al 

10%. En ellos se pueden observar el inicio de la degradación de los péptidos L-

GIBIM-P5S9K y L-GIBIM-P5F8W (Fig. 18 A a D) causada por enzimas 

proteolíticas (Tripsina; Quimotripsina; Pancreatina; pepsinas, enzimas digestivas, 

entre otras) presentes en el suero. La degradación de estos compuestos se ve 

marcada con la aparición de nuevas bandas de absorción a diferentes tiempos de 

retención evidenciando la escisión del enlace péptidico. La degradación de los 

péptidos L-GIBIM-P5S9K y L-GIBIM-P5F8W en el suero fue muy similar, esto se 

debe a que el índice de hidropatía de los dos compuestos es muy cercano (Tabla 

5, Cap. 2) y su afinidad con la columna C-18 es muy similar. No obstante, el 

péptido D-GIBIM-P5F8W permaneció muy estable comparado con su enantiómero 

L (Fig. 18 E y F). Estos resultados son acordes a los obtenidos por Youngblood y 

col., [154] 

 

3.2.4 Evaluación de la interacción del péptido GIBIM-P5S9K con la membrana 

bacteriana mediante microscopía de fluorescencia  
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Se determinó la localización intracelular del péptido RhoGIBIM-P5S9K en las 

cepas de E. coli O157:H7, SARM y P. aeruginosa, mediante el uso de microscopía 

de fluorescencia confocal. Inicialmente, se realizó un ensayo de seguimiento en el 

tiempo a una concentración de 50 µM en la cepa de SARM, donde se observó el 

Figura 17. Citotoxicidad de los péptidos más activos en líneas celulares. A) línea 

celular A549 y B) línea celular HepG2. Los datos que se muestran son el promedio de tres 

experimentos independientes realizados por triplicado. *P<0.05. 
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péptido a nivel intracelular (Fig. 19). Luego, se optimizaron las variables tiempo y 

concentración, en 1,5 horas de incubación y 25 µM, respectivamente. El péptido 

RhoGIBIM-P5S9K se localizó en la superficie de las bacterias, pero no en el 

interior del citoplasma bacteriano (Fig. 19A y B). Curiosamente, en las bacterias 

Gram-positivas, SARM, el péptido se observó en la membrana y en el citoplasma 

de forma simutánea (Fig. 19C). 

 

3.2.5 Actividad antiparasitaria de los péptidos GIBIM-P1 a GIBIM-P6 y 

análogos 

 

La actividad antiparasitaria de los péptidos GIBIM-P1 a GIBIM-P6 y análogos se 

evaluó para determinar su acción frente a especies de Leishmania como modelo 

eucariota. La actividad antileishmania in vitro se evaluó frente a amastigotes de L. 

pifanoi. midiendo la proliferación y la viabilidad del parásito después de la 

exposición a diversas concentraciones de los péptidos. 

 

El efecto leishmanicida de los péptidos se evaluó mediante la inhibición de la 

capacidad de reducción de MTT de los parásitos (apartado 3.1.9). Todos los 

péptidos ensayados inhibieron la viabilidad de los parásitos a una concentración 

de 25 µM sobre promastigotes de L. donovani, en el ensayo a corto plazo (4 h) 

mientras que en la proliferación (72 h) el efecto antimicrobiano para algunos 

compuestos disminuyó (véase Fig. 20B). Interesantemente, los péptidos GIBIM-

P2G17L, GIBIM-P2G17L Y GIBIM-P5T2K mostraron ser activos frente al parásito, 

sin tener un efecto  significativo frente a las bacterias. Sin embargo, los péptido 

GIBIM-P5F8W, GIBIM-P5S9K y GIBIM-P6 siguieron siendo compuestos activos 

biológicamente frente a los parásitos y las bacterias. No obstante, los amastigotes 

son, en general, más resistentes a los péptidos que los promastigotes (Véase Fig 

20 y 21), ya observado en trabajos anteriores con otros análogos de cecropina A-

melitina [155] y mostrándose de la misma forma con estos compuestos. Los datos 
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muestran que el efecto final de los péptidos en amastigotes requiere una 

incubación superior a 72 h y que dicho efecto es irreversible..

Figura 18. Cinética de estabilidad de los péptidos GIBIM-P5S9K y GIBIM-P5F8W en 

suero humano. A) GIBIM-P5S9K de 15 a 120 min, B) GIBIM-P5S9K de 240 a 300 min, C) L-GIBIM-

P5F8W de 15 a 120 min, D) L-GIBIM-P5F8W de 240 a 300 min, E) D-GIBIM-P5F8W de 15 a 120 min y F) L-

GIBIM-P5F8W de 240 a 300 min. 
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Figura 19. Localización celular de GIBIM-P5F8W en bacterias. Panel (A) E. coli O157: 

H7, (B) P. aeruginosa y C) SARM. Se usaron imágenes de microscopía de barrido láser confocal 

de células E. coli O157: H7 tratadas con GIBIM-P5F8W como coprocesador de ADN (Rho-GIBIM-

P5S9K) y TO-PRO®-3 fluoróforo. Las longitudes de onda utilizadas fueron λEXC = 642 nm y λEM = 

661 nm para TO-PRO®-3 y λEXC = 554 nm y λEM = 579 nm para péptido rodaminado. 

 

La tabla 10 muestra los valores de EC50 y LC50 en ensayos en Leishmania, 

definidas como la concentración de péptido que inhibe la reducción de MTT en un 

50%, tras 4h de incubación (EC50) o tras ensayo de proliferación (LC50), respecto 

al control sin tratamiento de los diferentes péptidos para amastigotes calculados a 

partir de las curvas de inhibición de reducción de MTT y el porcentaje de células 

viables en promastigotes a corto plazo y en la proliferación. En los amastigotes a 

32 ° C en ausencia o presencia de diversas concentraciones de los péptidos 

sintéticos en el medio de crecimiento tanto GIBIM-P5F8W como GIBIM-P6 

causaron una disminución dependiente de la dosis en el número de parásitos de L. 

pifanoi después de una exposición de 72 h, con una inhibición significativa del 

crecimiento del parásito a 0.45 µM en ambos compuestos. Otros péptidos 

destacados fueron GIBIM-P5S9K, GIBIM-P5T2K, GIBIM-P4, GIBIM-P3 y GIBIM-

P2G17L con una LC50 de 4.76, 3.4, 0.57, 5.7 y 3.2, respectivamente. Estos valores 

de LC50 se encuentran 
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Figura 20. Actividad antiparasitaria de los péptidos GIBIM-P1 a GIBIM-P6 
sobre A) amastigotes de L. pifanoi y B) promastigotes de L. donovani a 25 
µM. Inhibición a 4h. *P<0.05. 
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muy cercanos y en algunos casos muy por debajo de péptidos como Temporina A, 

Temporina B, Bombinin H2 y H4 con LC50 de 14.6, 7.1, 11.0 y 5.6 µM, 

respectivamente [127]. 

 

3.2.6 Permeación de la membrana bacteriana causada por los péptidos diseñados y 

análogos 

 

En presencia de SYTOX green, E. coli O157: H7 fue incubada con todos los 

péptidos a una concentración de 25 µM. En el caso de SARM y P. aeruginosa se 

evaluó el ingreso de la sonda a diferentes concentraciones con el péptido GIBIM-

P5S9K. El aumento de la fluorescencia de la sonda SYTOX con el tiempo, 

evidenció la permeabilidad que provocaban los péptidos a la membrana 

bacteriana. En todos los casos se observó una cinética rápida de ingreso a la 

bacteria de E. coli O157:H7 de todos los péptidos (Fig. 22). Excepto a GIBIM-P4 y 

GIBIM-P41V, todos los péptidos permeabilizaron la membrana interna de bacterias 

de manera dependiente de su concentración en un rango micromolar. Llaman la 

atención los péptidos GIBIM-P2G17L y GIBIM-P5F8W que alcanzaron un 100% de 

fluorescencia igual que el péptido CAME tomado como control indicando que 

pueden tener un efecto muy potente en un corto tiempo y que podrían presentar 

un mecanismo de acción similar de formación de poros. 

 

La figura 23 muestra la variación de fluorescencia de la sonda Sytox tras la adición 

del péptido GIBIM-P5S9K a diferentes concentraciones en las cepas de E. coli 

O157:H7, SARM y P. aeruginosa tras 30 min de incubación. Se observó que el 

péptido fue capaz de permear la membrana a concentraciones tan bajas de 0.1 

μM, muy por debajo de la CMI99.  

 

3.2.7 Ensayo de permeabilización de la membrana citoplásmica de 

Leishmania frente a los PAMs 

Los péptidos GIBIM-P1 y GIBIM-P6 y sus análogos causaron permeabilización de 
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Figura 21. Actividad antiparasitaria de los péptidos GIBIM-P1 a GIBIM-P6 
sobre A) amastigotes de L. pifanoi y B) promastigotes de L. donovani a 25 
µM en proliferación.  Inhibición a 72h. *P<0.05. 
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Tabla 10. Actividad antileishmania de los péptidos GIBIM-P1 a GIBIM-P6 y análogos. 

Péptido Secuencia 

Promastigotes L. donovani Amastigotes L. pifanoi  

%células 
viables 4h 

(25µM) 
 

%células 
viables 72h 

(25µM) 
 

EC50 (µM) LC50 (µM) 
 

GIBIM-P1 QVKGAKLWLSLMKWGGI-NH2 96.6 (±0.1) 94.0 (±0.4) >50 (±0.2) 
23.7(±0.2) 

8.6(±0.4) 

5.8(±0.5) 

3.2(±0.8) 

11.4(±0.2) 

5.7(±0.1) 

33.5(±0.6) 

41.6(±0.3) 

>50.0(±0.2) 

0.57(±0.8) 

21.8(±1.2) 

51.8(±0.2) 

>50.0(±0.4) 

43.0(±0.7) 

3.4(±0.5) 

4.8(±0.2) 

0.45(±0.8) 

0.45(±0.6) 

GIBIM-P2 GFLGKGLFSVVKGVLKG-NH2 100.0 (±0.5) 98.6 (±0.6) >50 (±0.8) 

GIBIM-P2G17I GFLGKGLFSVVKGVLKI-NH2 100.0 (±0.2) 85.7 (±1.2) >50(±0.8) 

GIBIMP2G17L GFLGKGLFSVVKGVLKL-NH2 78.1 (±0.1) 58.2 (±0.18) 24.4(±0.1) 

GIBIM-P2G13N GFLGKGLFSVVKNVLKG-NH2 86.8 (±0.1) 75.1 (±0.3) 34.4(±0.8) 

GIBIM-P3 NVAATARGWLKKLGKRI-NH2 94.7 (±0.7) 92.4 (±0.4) 50.0(±0.6) 

GIBIM-P3A3G NVGATARGWLKKLGKRI-NH2 99.3 (±0.5) 97.3 (±0.2) >50.0(±0.1) 

GIBIM-P3T5S NVAASARGWLKKLGKRI-NH2 97.2 (±0.6) 93.0 (±0.2) >50.0 (±0.2) 

GIBIM-P3A6K NVAATKRGWLKKLGKRI-NH2 100.0 (±0.5) 97.5 (±0.3) >50.0(±2.0) 

GIBIM-P4 ANVAATARGWLKKIGKK-NH2 97.4 (±0.2) 92.3 (±0.2) 43.2(±0.3) 

GIBIM-P4A1I INVAATARGWLKKIGKK-NH2 100.0 (±0.1) 94.8 (±0.4) 38.5(±0.2) 

GIBIM-P4A1V VNVAATARGWLKKIGKK-NH2 100.0 (±0.1) 98.4 (±0.1) 46.5(±1.0) 

GIBIM-P4N2F AFVAATARGWLKKIGKK-NH2 100.0 (±0.1) 99.9 (±0.1) >50.0(±1.2) 

GIBIM-P5 ATKKCGLFSILKGVGKI-NH2 94.2 (±0.2) 83.0 (±0.4) >50.0(±0.5) 

GIBIM-P5T2K AKKKCGLFSILKGVGKI-NH2 82.1 (±0.2) 72.6 (±0.1) >50.0(±0.6) 

GIBIM-P5S9K ATKKCGLFKILKGVGKI-NH2 89.9 (±0.1) 79.0 (±0.3) 42.9(±1.3) 

GIBIM-P5F8W ATKKCGLWSILKGVGKI-NH2 36.3 (±0.1) 4.4 (±0.2) 16.0(±1.2) 

GIBIM-P6 NVAATARGWLKKIGKKI-NH2 77,7 (±0.1) 74.3 (±0.7) 7.8(±0.5) 
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la membrana plasmática del amastigote. La figura 24 representa el porcentaje de 

fluorescencia tras 30 min de incubación con los péptidos a 25 μM. Esta 

concentración fue seleccionada por ser representativa conforme a los resultados 

obtenidos en la actividad antiparasitaria. Cabe resaltar que los péptidos GIBIM-

P2G17L y GIBIM-P2G17I fueron los péptidos que mayor porcentaje de 

fluorescencia registraron, seguidos de los péptidos GIBIM-P6 y GIBIM-P5F8W. 

 

De acuerdo con los resultados publicados, aún no se han dilucidado 

completamente los mecanismos de acción de los PAMs. Sin embargo, ambos 

mecanismos (a nivel de membrana e intracelularmente), han sido demostrados en 

diferentes estudios. En este estudio se logró demostrar la disrupción de la 

membrana en Leishmania promastigotes y amastigote tratados con los péptidos 

Temporinas A y B, mediante la técnica de microscopía de transmisión electrónica 

(TEM) [127]. Estudios similares 

también confirmaron que otros PAMs, como Bombinin, actuaron a través de este 

mecanismo [156]. Este modo de acción primario puede proporcionar 

medicamentos basados en PAMs con una gran ventaja sobre los tratamientos 

actuales. Para que la resistencia frente a los PAMS se llegara a desarrollar, los 

parásitos de Leishmania necesitarían alterar estructura de membrana y/o 

composición de fosfolípidos, y tales modificaciones serían difíciles de lograr. En la 

figura 25 se observa que la permeabilización lograda por los péptidos con mayor 

actividad antileishmanicidal a 25 µM, es consistentemente superior en 

promastigotes que en amastigotes. El PAM GIBIM-P3 es el péptido que produce 

una permeabilización temprana a los 10 minutos, mientras que el GIBIM-P4 puede 

funcionar por un mecanismo de translocación en promastigostes.  

 

3.2.8 Evaluación de la citotoxicidad de los PAMs en macrófagos peritoneales 

La figura 26 muestra la cinética de toxicidad en macrófagos peritoneales de 

ratones de los péptidos más activos. Encontramos que los péptidos más tóxicos 

fueron  
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Figura 22. Incremento de la fluorescencia de Sytox green tras la adición de los 

PAMs a E. coli O157:H7. A) péptidos de GIBIM-P1 a GIBIM-P3A6K y B) péptidos de 

GIBIM-P4 a GIBIM-P6. Los datos que se muestran son el promedio de tres experimentos 

independientes realizados por triplicado. 
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Figura 23. Incremento de la fluorescencia de Sytox Green tras la adición del péptido GIBIM-P5S9K a diferentes 
concentraciones. A) E. coli O157:H7, B) SARM y C) P. aeruginosa. Los datos que se muestran son el promedio de tres 
experimentos independientes realizados por triplicado. 
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Figura 24. Fluorescencia de SYTOX Green en amastigotes de L. pifanoi tras 

incubación (30 min) con el péptido a una concentración final de 25 μM. Los 

valores se refieren al 100% de fluorescencia obtenido con 0.1% de Triton-X100. 
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GIBIM-P2G17L Y GIBIM-P5F8W a una concentración de 25 µM. Sin embargo, 

para este último esa concentración es cincuenta veces mayor a la concentración 

que el péptido presenta actividad biológica. El péptido que presentó la menor 

toxicidad fue GIBIM-P3. 

 

Figura 25. Fluorescencia de SYTOX Green en A) amastigotes de L. pifanoi y 

B) promastigotes de L. donovani y tras incubación (30 min) con los péptidos 

más activos a una concentración final de 25 μM. Los valores se refieren al 

100% de fluorescencia obtenido con 0.1% de Triton-X100. 
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Figura 26. Toxicidad de los PAMs en macrófagos peritoneales que 

exhibieron la mayor inhibición en amastigotes y promastigotes overnight. La 

desviación estándar fue muy baja. 
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Chapter 4 Fourier Transfor m Ion Cyclotron Resonance Mass Spe ctrometry and Petrole omic 

Capítulo 4 
 

ENCAPSULACIÓN DEL PÉPTIDO GIBIM-P5S9K EN NANOPARTÍCULAS 

POLIMÉRICAS Y ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA   

 
RESUMEN 
 
Actualmente se están desarrollando nanovehículos como sistemas para la 

liberación de péptidos, proteínas y genes por dos razones principales: i) actúan 

como escudo contra un entorno biológico agresivo y (ii) como un portador que 

puede cruzar epitelios [157–159]. En este sentido, las NPs poliméricas se han 

propuesto como un sistema de entrega de moléculas bilógicamente activas, 

demostrando ventajas significativas sobre otros sistemas de liberación [160].  

Las Nps poliméricas son sólidos coloidales de conjuntos poliméricos que pueden 

ser utilizados como portadores de fármacos [161]. Pueden clasificarse como: 1) 

nanoesferas cuando el fármaco está uniformemente disperso a lo largo de la 

matriz polimérica (típicamente como una solución sólida), o 2) nanocápsulas 

cuando el fármaco está en el núcleo, ya sea como solución acuosa u oleosa [162]. 

Además, se han desarrollado diferentes técnicas para preparar NPs cargadas con 

péptidos y proteínas como, por ejemplo: evaporación emulsión / disolvente, 

emulsión doble, diseminación disolvente, coacervación, nanoprecipitación, 

gelificación ionotrópica, precipitación por sales [163–166]. También, las NPs se 

han preparado a partir de polímeros sintéticos y naturales [167]; NPs de polímeros 

naturales se han utilizado para aplicaciones biomédicas a pesar de su variada 

pureza y la frecuente reticulación necesaria para aumentar su estabilidad [161]. En 

particular, las NPs derivadas del PLA o del PLGA se utilizan ampliamente en la 

liberación controlada de fármacos encapsulados porque son biodegradables, 

biocompatibles y han sido aprobados por la FDA como sistema de entrega de 
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fármacos vía parenteral [162, 168, 169]. Adicionalmente, el polímero PLGA y la 

concentración de las NPs puede ser modificada para controlar la estructura de las 

partículas, el grado de encapsulación, las posibles aplicaciones, la vía de 

administración, la liberación del fármaco y la velocidad de degradación [170, 171] 

En esta tesis se sintetizaron NPs de PLA PLGA cargadas con el PAM GIBIM-

P5S9K, uno de los péptidos más estables y con menor citotoxicidad, utilizando la 

técnica de doble emulsión-disolvente [172]. Las NPs fueron caracterizadas 

mediante DLS, potencial Zeta y microscopía de barrido electrónico (SEM, por sus 

siglas en inglés) para determinar su tamaño, carga superficial y morfología, 

respectivamente. Además, se evaluó y comparó la actividad antimicrobiana in vitro 

del PAM libre y el PAM cargado en las NPs frente, a SARM, E. coli O157: H7 y P. 

aeruginosa.  

4.1 METODOLOGÍA 

En el esquema 4 se muestra la metodología general para la síntesis, 

caracterización y actividad de las NPs de PLA y PLGA cargadas con el péptido 

GIBIM-P5S9K.  

 

Esquema 4. Metodología general de la propuesta de investigación descrita 

en el capítulo 4. 

Nanopartículas 
poliméricas 

Síntesis y 
caracterización  

Determinación de la 
CMI y CMB 

Estabilidad en suero 
humano y toxidad en 

eritrocitos 
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4.1.1 Materiales y reactivos 

El ácido poliláctico-co-glicólico (PLGA 50:50, PM 38000-54000 Da), polivinil 

alcohol (PVA, 99+%), poloxamero 407, el ácido láctico (PLA 98%), polietienimina 

(PEI 50 %v/v en solución acuosa, PM 2000), glucosa (C6H12O6 95%) fueron 

comprados de Sigma-Aldrich (St Louis, Missouri). Acetonitrilo (ACN), Metanol 

(MetOH) y Diclorometano (DCM) fueron obtenidos de MERCK. Todos los reactivos 

usados eran de grado analítico y se emplearon sin purificación posterior. Las 

soluciones fueron preparadas con agua Milli-Q. 

 

4.1.2 Preparación de nanopartículas poliméricas 

 

Los NPs se prepararon siguiendo la metodología de doble emulsión con 

evaporación del solvente según Cohen-Sela y col., con algunas modificaciones 

[172]. Se dispersaron 1 mL de solución de péptido GIBIM-P5S9K (fase W1) (1 

mg/mL) en 4 mL de DCM que contenía 10 mg de PLA ó 4 mL de acetato de etilo 

que contenía 10 mg de PLGA (fase O). Las fases W1 y O se mezclaron 

vigorosamente durante 30 s para formar una emulsión W1/O simple usando un 

homogeneizador-dispersor (IKA Ultra-turrax T-18) a velocidad máxima (15500 

rpm). Esta primera emulsión se dispersó entonces en 10 mL de solución de 

tensioactivo Poloxamer 407 al 1% (fase W2). La suspensión se homogeneizó 

después a 15500 rpm durante 30 s para obtener emulsión doble W1/O/W2. 

Finalmente, se eliminó el DCM y el acetato de etilo en un evaporador rotativo 

convencional. De este modo, para garantizar una NPs cargadas positivamente a la 

superficie que facilita una interacción electrostática con la membrana bacteriana 

se adicionó polietilenemina (PEI). Esta suspensión se centrifugó a 22.000xg para 

obtener las NPs, las cuales se lavaron con PBS 1mM y liofilizaron. A continuación, 

las NPs se resuspendieron medio acuoso para realizar los ensayos siguientes. En 

el esquema 5 se muestra la metodología de síntesis de las NPs de PLA y PLGA. 
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Esquema 5. Metodología general de la síntesis de nanopartículas [172]. 
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4.1.3. Caracterización de las propiedades fisicoquímicas de las NPs 

El tamaño y la carga de las nanopartículas se determinó por dispersión de luz 

dinámica (DLS) y el potencial Z en un Zetasizer Nano Series Nano-zs90 equipado 

con láser de 633 nm a 25 ° C que se encuentra ubicado en el Laboratorio de 

Instrumentación Química de la Universidad Industrial de Santander. Todas las 

mediciones se realizaron por triplicado y el índice de polidispersidad (PdI, siglas en 

inglés) fue inferior a 0.3. La microscopía de SEM en STEM y el modo convencional 

se utilizó para determinar la morfología y confirmar tamaños de nanopartículas 

recubiertas de oro en el microscopio FEI Quanta 650 en el Laboratorio de 

Microscopía, Parque Tecnológico de Guatiguará, Universidad Industrial de 

Santander, Colombia [173]. 

Las nanopartículas de PLGA y PLA obtenidas también fueron caracterizadas 

mediante espectroscopia infrarroja utilizando un espectrofotómetro de infrarrojo 

marca Bruker-Tensor 27, con celda ATR Platimun A225/Q de cristal de diamante. 

Las muestras líquidas se purificaron previamente a su medición de manera que 

sólo se observaran bandas de absorción en el espectro infrarrojo correspondientes 

a grupos funcionales presentes en la muestra. El espectro fue tomado en un 

ancho espectral entre 4000 y 600 cm-1 [174]. 

 

4.1.4 Determinación de la eficiencia de encapsulación del péptido GIBIM-

P5S9K en las NPs poliméricas de PLGA y PLA 

La eficiencia de encapsulación (EE) de los PAMs en las NPs se determinó 

mediante un método de cuantificación indirecta por espectroscopía UV-Vis a 220 

nm utilizando una curva de calibración estándar del péptido GIBIM-P5S9K (Anexo 

I). El porcentaje de la EE se calculó como se muestra en la ecuación 4.  

%EE= (A-B/ A) *100% (4) 
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Donde A es la cantidad de péptido inicial utilizada para la síntesis de las NPs y B 

es la cantidad de péptido que quedaba en el sobrenadante una vez que las NPs 

eran purificadas por centrifugación [175]. 

 

4.1.5 Determinación de la CMI y la CMB de las NPs cargadas con el péptido 

GIBIM-P5S9K 

La actividad bactericida se evaluó utilizando el método de microdilución en caldo 

[176, 177]. Este ensayo se realizó de la misma forma como el que se realizó con el 

péptido libre (véase apartado 3.1.3 del capítulo 3). Todos los ensayos se 

realizaron por triplicado y los controles fueron: 1) medio de crecimiento, 2) medio 

de crecimiento más bacterias, 3) medios de crecimiento, bacterias y Ofloxacina y 

4) medios de crecimiento, bacterias y nanopartículas no cargadas. 

 

4.1.6. Liberación in vitro del péptido GIBIM-P5S9K 

Se diluyeron las NPs de PLA y PLGA cargadas con los péptidos GIBIM-P5S9K y 

GIBIM-P5F8W (2 mL de suspensión) en PBS (20 mL) 50 mM, pH = 7,4 y se 

incubaron a 37ºC bajo agitación magnética (180 rpm). En puntos de tiempo 

predeterminados, se retiró una muestra de la suspensión de las NPs (0.2 mL), se 

centrifugó a 22000x g y se cuantificó la cantidad de GIBIM-P5S9K en el 

sobrenadante a 220 nm en un Nanodrop ND-100 Thermo Scientific [178]. El 

volumen del ensayo se mantuvo constante añadiendo 0.2 mL de PBS pH 7.4, 

después de cada extracción de la muestra. Los ensayos de liberación se llevaron 

a cabo por triplicado. 

 

4.1.7. Evaluación de la estabilidad de las NPs cargadas con el péptido GIBIM-

P5S9K en suero humano 

Para evaluar la estabilidad de las NPs bajo las condiciones fisiológicas, se 

resuspendieron 3.0 mg de NPs liofilizadas en 1,5 mL de suero humano (HS) al 

10% v/v en PBS. Las suspensiones se incubaron a 37 ° C, se analizaron muestras 

de esta suspensión mediante el tamaño de las NPs y el potencial a intervalos de 
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tiempo fijos (0, 60, 120 y 240 min) para determinar las agregaciones, los cambios 

en las propiedades físicas (particularmente el ζ- Pot), y el crecimiento dimensional 

producido por la adsorción de proteínas séricas en la superficie de las partículas 

[179]. 

4.1.8. Actividad hemolítica de las NPs cargadas con el péptido GIBIM-P5S9K 

sobre eritrocitos humanos 

La actividad hemolítica de las NPs cargadas con el péptido GIBIM-P5S9K se 

determinó como se ha realizado en previos estudios [180] midiendo la hemólisis en 

eritrocitos humanos que contenía una concentración de 2x107 eritrocitos/mL en PBS. 

Como control positivo se utilizó una suspensión que contenía una concentración de los 

eritrocitos de 2x107 eritrocitos/mL en PBS y Tritón X-100 al 1%. Esta combinación 

produce el 100% de hemólisis. El porcentaje de hemólisis se calculó usando la siguiente 

ecuación 5:  

 

Hemolisis (%) = (As-Ao)/(A100-A0) x100% (5), donde As es la absorbancia de la muestra, 

A100 es la absorbancia de los eritrocitos lisados completamente en 0,1% Tritón X-100 y 

A0 es la absorbancia en ausencia completa de hemólisis. Todos los ensayos se 

realizaron independientemente por triplicado. 

 

4.1.9. Análisis estadístico 

 Los datos experimentales se representan como media ± desviación estándar. Las 

diferencias entre los grupos se examinaron con análisis unidireccional de la 

varianza utilizando el sistema SPSS 19.0 (IBM Corp., Armonk, NY, EE.UU.). Se 

consideró que p<0,05 indica una diferencia estadísticamente significativa. 

 

4.2 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.2.1 Síntesis y propiedades fisicoquímicas de las NPs de PLA y PLGA 

Las NPs cargadas con el péptido GIBIM P5S9K se prepararon teniendo en cuenta 

que las formulaciones de fármacos a nanoescala permiten una interacción 
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farmacológica más efectiva con las membranas bacterianas y potencian la 

biodisponibilidad del fármaco en sitios de infección [181, 182]. Las NPs de PLA y 

PLGA se seleccionaron como vehículo de GIBIM-P5S9K. La preparación de NPs 

se realizó con el método de doble emulsión-disolvente de evaporación 

considerando las propiedades del péptido GIBIM-P5S9K, PLA y PLGA. Esta 

técnica ha sido considerada una de las técnicas más adecuadas para la 

encapsulación de moléculas solubles en agua, tales como los péptidos y proteínas 

[183]. Las NPs de PLA y PLGA obtenidas en este trabajo fueron entre 350 nm y 

250 nm de diámetro con índice de polidispersidad <0,3 como se determinó por 

DLS y SEM (Figura 27). Estos resultados indicaron que la población de partículas 

era homogénea con una distribución de tamaño monomodal (Fig. 27 (b) y (e)); y 

eran similares a las NPs de PLA- y PLGA-NPs cargadas con péptidos obtenidos 

en otros trabajos de investigación. Por ejemplo, Derman y col., [184] obtuvieron 

NPs libres y nanopartículas PLGA encapsuladas con el péptido W-1 y L19 con un 

tamaño promedio de 183,9 ± 12,1 nm, 221,7 ± 15,8 nm e índice de polidispersidad 

de 0,107 ± 0,08, 0,135 ± 0,12, respectivamente; Mathew y col., [185] sintetizaron 

nanopartículas monodispersas de curcumina recubierta de PLGA soluble en agua 

con tamaños entre 150 y 200 nm mediante el método de evaporación-emulsión de 

disolvente. Chereddy y col., [186] prepararon nanopartículas de PLGA cargadas 

de LL37 con tamaño, PDI, potencial zeta y eficiencia de encapsulación de 304 ± 

10nm, 0,18 ± 0,01, -21,0 ± 2,5 mV y 70,2% ± 3,3 respectivamente por emulsión 

W/O/W- Técnica de evaporación del disolvente. Patel y col., [174] evaluaron los 

potenciales de alquil poliglucósido (APG) como tensioactivo/ estabilizador 

alternativo en la preparación de nanopartículas cargadas de péptidos por método 

de evaporación  
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Figura. 27. Propiedades fisicoquímicas de las nanopartículas. a, b y c) NPs de PLA; d, e y f) NPs de PLGA; g) IR de las NPs. 
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con disolvente de doble emulsión; Sus nanopartículas PLGA presentan un rango 

de tamaño entre 100,1 ± 3,57-401,0 ± 1,11 nm y nanopartículas PLA 102,3 ± 1,97-

419,0 ± 1,82. Estos resultados indican que las nanopartículas sintetizadas en este 

trabajo presentan el tamaño y la forma muy similares a los informes anteriores con 

péptidos encapsulados. 

 

Las NPs fueron cubiertas con una delgada capa de oro y exhibieron una 

morfología esférica con diámetros entre 300-400 nm para PLA y 200-300 nm para 

PLGA, observándose dispersión homogénea según se determinó mediante SEM 

(Fig 27 (a) y (d)). El tamaño de partícula es una de las características más 

importantes porque está relacionado con la estabilidad, captación celular, perfil de 

liberación, tasa de degradación y biodistribución [187, 188]. 

 

Las NPs se estabilizaron usando el tensioactivo no iónico poloxamer 407 (es un 

copolímero que consiste en una mezcla de un compuesto hidrofóbico de 

polipropilenglicol unido a un compuesto hidrófilico de polietilenglicol) y 

polietilenimina (PEI). El poloxamer 407 tiene carácter anfipático ya que puede 

interactúa con la superficie de las NPs a través del polipropileno hidrófobo y con el 

medio acuoso a través del polietilenglicol, pero presenta un efecto sobre las NPs y 

es que disminuye su potencial zeta [189]. Por esta razón, se utilizó PEI al 0.05% 

p/V para aumentar la carga superficial positiva de las NPs de PLA y PLGA. Esto 

se debe a la alta densidad de grupos amino primarios, que al aumentar la carga 

superficial positiva de las NPs aumentó la interacción con la membrana 

bacteriana, que posee una carga negativa [190]. De hecho, el potencial zeta fue 

de +22 y +30 mV para las NPs de PLA y PLGA, respectivamente (Fig. 27 (c) y (f)). 

Además, después del tratamiento con PEI el efecto antibacteriano de este 

compuesto se evaluó frente a las cepas patógenas a la misma concentración con 

la que se adicionó para la aumentar la carga superficial de las NPs. Esto se realizó 

con el fin de garantizar que no interfería con el efecto de los nanocompuestos 

(datos no mostrados). 
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Además, para determinar si el péptido se encontraba encapsulado o adsorbido a 

la superficie de las NPs, se determinaron los espectros FT-IR (Fig. 27g) de las 

NPs cargadas con el péptido GIBIM-P5S9K, el péptido GIBIM-P5S9K libre, el 

PLGA y el PLA en el intervalo de 4000-750 cm-1; estos tres últimos fueron 

tomados como control para comparar el espectro FT-IR de las NPs cargadas con 

el péptido GIBIM-P5S9K. El PLGA mostró bandas de absorción tales como 

vibración de tensión del grupo CH alifático (2850-2950 cm-1), vibraciones de 

tensión simétrica (s) y asimétrica (as) del grupo funcional carbonilo C=O (1700-

1800 cm-1) y estiramiento C - O (1050-1250 cm-1). La muestra de péptido libre 

mostró los picos principales aportados por los grupos funcionales de moléculas 

tales como estiramiento de OH de ácido carboxílico (2500-3000 cm-1), amina 

superpuesta y estiramiento NH de amida (3300-3500 cm-1y 3500-3700 cm-1) y 

estiramiento de amida unida al C=O (1600-1690 cm-1). Las bandas de absorción 

anteriormente mencionadas fueron tomadas como referencia y comparadas con el 

espectro FT-IR de las NPs cargadas con el péptido GIBIM-P5S9K. 

 

Los resultados revelaron que el espectro FTI-R del PLA y PLGA puros fue muy 

similar al de las NPs cargadas con el péptido GIBIM-P5S9K, esto indica que una 

cantidad de péptido no se encuentra principalmente adsorbido sobre la superficie 

de las NPs y que puede encontrarse en solución en el núcleo de las NPs. Además, 

la banda principal de estiramiento del grupo amida N-H del péptido cargado en las 

NPs a 1600-690cm-1 se redujo significativamente a pesar de que la cantidad de 

péptido era la misma en ambas muestras.  

 

Por otro lado, el porcentaje de EE del péptido GIBIM-P5S9K en las NPs fue similar 

a otros fármacos encapsulados con esta metodología [186, 181] y fue mayor en 

las NPs de PLA- (75,1%) que en las NPs de PLGA (55,3%). (Tabla 11) [191].  
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El núcleo de las NPs de PLA y PLGA cargadas con el péptido GIBIM-P5S9K no se 

analizó, limitando la clasificación de estos nanocompuestos ya sea como 

nanocápsulas o como nanoesferas, esto debido a los costos del ensayo de 

crioSEM. La cuantificación del péptido encapsulado se realizó por RP-HPLC a 

partir de una curva de calibración (ver Anexo I).  

 

*
 PdI: índice de polidispersión 

ND: No determinado 

 

4.2.2 Actividad antibacteriana de las NPs poliméricas de PLA y PLGA 

cargadas con el péptido GIBIM-P5S9K y NPs vacías 

La actividad antimicrobiana del PAM GIBIM-P5S9K cargado en NPs de PLA o 

PLGA se determinó utilizando el método de microdilución en caldo debido a la 

sensibilidad del ensayo [172]. Además, a las NPs vacías (sin el péptido GIBIM-

P5S9K) cargadas superficialmente con PEI al 0.05% p/v y con el poloxamer 407 

también se les evaluó su actividad. Las NPs de PLA- o PLGA cargadas con el 

péptido GIBIM-P5S9K presentaron una inhibición significativa del crecimiento de 

E. coli O157: H7, SARM y P. aeruginosa, de una manera dependiente de la dosis 

(Fig. 28), incluso a una concentración de péptido de 0.5 μM. No hubo diferencias 

significativas en la inhibición del crecimiento de las bacterias tratadas con las NPs 

de PLA o PLGA cargadas con el péptido, excepto en la actividad de las NPs de 

PLA cargadas frente a E. coli O157: H7 (MIC50 <0.5 μM) y su actividad fue mayor 

que la actividad de las NPs de PLGA cargadas (MIC50 entre 1 y 10 μM). 

Tabla 11. Propiedades fisicoquímicas de las NPs de PLA y PLGA. 
Nanopartículas Tamaño promedio 

(d.nm) 
PdI* Potecial Zeta 

(mV) 

Porcentaje de 
encapsulación 

(%) 

GIBIM-P5S9K- 
cargado en PLA 
 
PLA 
 
GIBIM-P5S9K-
cargado en PLGA 
 

352.6 ± 3.2 
 

311.2 ± 5.2 
 
 

258.3 ± 3.5 
 

0.19 ± 0.02 
 

0.33 ± 0.05 
 
 

0.25 ± 0.1 
 

+29.4 ± 1.5 
 

+14.4 ± 0.1 
 
 

+22.7 ± 0.3 
 

75.1% ± 1.5 
 

ND 
 
 

55.3% ± 2.0 
 

PLGA 280.5 ± 9.5 
 

0.32 ± 0.1 
 

+15.6 ± 0.3 
 

ND 
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Figura. 28. Actividad antibacteriana de las nanopartículas cargadas con el péptido GIBIM-P5S9K. A) NPs de 

PLA frente a E. coli O157:H7; B) NPs de PLA frente a SARM; C) NPs de PLA frente a P. aeruginosa; D) NPs de PLGA frente a E. coli 

O157:H7; E) NPs de PLGA frente a SARM; F) NPs de PLGA frente a P. aeruginosa. Todos los ensayos se realizaron por triplicado en tres 

experimentos independientes. 
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En contraste, el péptido libre no presentó actividad antibacteriana a las 

concentraciones de 0.5 y 1 μM, pero a 10 μM mostró una inhibición del 

crecimiento bacteriano casi completa (Tabla 7, Cap. 3). Esta mayor actividad 

antibacteriana de la CMI50% de las NPs de PLA y PLGA cargadas comparada con 

el péptido libre (Tabla 12) podría implicar una interacción electrostática de la carga 

superficial positiva de estas NPs (+22 y +30 mV) con la carga superficial negativa 

de la membrana en las cepas [36-39]. Esta interacción podría ser mediada por el 

ácido teicoico, lipoteicóticos o lipopolisacáridos y fosfolípidos en la superficie 

bacteriana [196, 197].  

 

Las NPs de PLA y PLGA no cargadas, no mostraron una inhibición significativa del 

crecimiento frente a E. coli O157:H7, la cual fue tomada como control. El resultado 

indica que el efecto microbicida es debido netamente al péptido GIBIM-P5S9K 

(Anexo J). 

 

Además, P. aeruginosa fue más susceptible a las NPs de PLA y PLGA cargadas 

con el péptido (Fig. 38 C y F) teniendo en cuenta que P. aeruginosa tiene una 

carga superficial aniónica menor SARM y E. coli con movilidades electroforéticas 

Tabla 12. Actividad antibacteriana de las nanopartículas de PLA y PLGA 
cargadas y péptido GIBIM-P5S9K libre. 

Compuesto E. coli O157:H7 
 

SARM P. aeruginosa 

 MIC50 (µM) MBC (µM) MIC50 (µM MBC (µM) MIC50 (µM) MBC (µM) 

 

GIBIM-P5S9K 

 

1.0-10 

 

50 

 

1.0-10.0 

 

75 

 

1.0-10 

 

>100 

 

NPs de PLGA 

cargadas con el 

péptido GIBIM-

P5S9K 

1.0-10 >100 <0.5 >100 <0.5 >100 

 

NPs de PLA 

cargadas con el 

péptido GIBIM-

P5S9K 

 

<0.5 

 

>100 0.5-1.0 >100 <0.5 >100 
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de -1.12 (µm/s)/(V/cm), -2(µm/s)/(V/cm) y -3(µm/s)/(V/cm), respectivamente 

[198].Esto sugiere que el mayor potencial zeta de la cepa de P. aeruginosa puede 

generar una fuerte interacción electrostática con las NPs de PLA y PLGA cargadas 

positivamente en comparación con E coli y SARM. 

 

4.2.3 Evaluación de la liberación in vitro del péptido GIBIM-P5S9K de las NPs 

de PLA y PLGA   

 

El mecanismo de liberación del fármaco de las nanopartículas generalmente 

implica tres etapas. En la primera etapa se libera el fármaco unido a la superficie o 

atrapado en la NP. En la segunda etapa, el fármaco liberado se difunde a través 

de la matriz polimérica y los poros generados por la degradación de la matriz. 

Finalmente, en la tercera etapa el fármaco se libera al fluido durante la 

desintegración de la matriz polimérica [178, 187, 199]. La cinética de la liberación 

del péptido GIBIM-P5S9K de las NPs poliméricas de PLA y PLGA mostró un 

proceso de dos fases; la inicial en las primeras 8 horas siendo la liberación del 

péptido más rápida que la final para ambas NPs. En la fase inicial alrededor de 

50% del péptido fue liberado de las NPs de PLA y PLGA con una mayor rapidez 

para las NPs de PLGA (Fig. 29). Estos resultados son acordes a los obtenidos por 

Taha y col., donde el péptido rMOMP-187 exhibió un perfil de liberación bifásico 

con una rápida liberación inicial (20% del péptido en un día) seguido de una 

liberación lenta sostenida durante un período de tres semanas. 

 

4.2.4 Determinación de la estabilidad de las NPs poliméricas de PLA y PLGA 

cargadas con el péptido GIBIM-P5S9K en suero humano 

 

Se evaluó la estabilidad de las NPs poliméricas de PLA y PLGA cargadas con 

péptido GIBIM-P5S9K en suero humano para determinar si había o no cambios en 

las propiedades físicas. Esto resulta muy crítico cuando el nanocompuesto se 

entrega por vía intravenosa [179]. Los tamaños de las NPs de PLA y PLGA 



                                                                                                                                        
Encapsulación del péptido GIBIM-P5S9K en nanopartículas poliméricas y 

actividad antibacteriana  

109 
 

cargadas con el péptido GIBIM-P5S9K fueron evaluadas en suero humano al 10% 

eran 65% del tamaño en solución acuosa y comenzaron a aumentar a lo largo del 

tiempo de incubación, alcanzando el 82% y 92% del tamaño en solución acuosa a 

240 min para las NPs de PLGA y PLA, respectivamente (Tabla 13). El PDI se situó 

entre 3.2 y 5.1, lo que indica una población homogénea de NPs durante el tiempo 

de incubación en suero. La carga superficial de las NPs de PLGA y PLA en suero 

humano al 10% fue negativa, aumentando a lo largo del tiempo de incubación, 

especialmente la carga negativa de NPs de PLA, que aumentó en un 50% durante 

240 min de incubación en suero. Esto sugiere interacciones entre las NPs y 

moléculas de suero formando estructuras híbridas. Una de estas moléculas de 

suero podría ser la albúmina sérica humana (HSA), que es la proteína sérica más 

abundante y se carga negativamente a pH 7.2. HSA adsorbiéndose a NPs podría 

explicar el aumento en el tamaño y en la carga de superficie negativa de NPs 

durante la incubación en suero. Este cambio en las propiedades físicas de las NPs 

durante la incubación del suero podría ser debido a un efecto osmótico ejercido 

por las sales presentes en la solución tampón y el suero humano, como se ha 

informado [179, 200]. 

 

Tabla 13. Estabilidad en suero de las NPs de PLA y PLGA cargados con 
GIBIM-P5S9K. 

Tiempo (min) NPs de PLGA cargadas con GIBIM-

P5S9K  

NPs de PLA cargadas con GIBIM-

P5S9K 

Tamaño promedio 

(nm) 

Potencial Z  

(mV) 

Tamaño promedio 

(nm) 

Potencial Z 

(mV) 

0 169.3±4.5 -7.15±0.6 139.5±3.2 -9.44±0.5 

60 182.2±3.2 -7.17±0.2 146.5±2.1 -12.7±0.3 

120 184.8±4.8 -7.65±0.4 163.6±3.2 -14.6±0.3 

240 211.9±5.1 -7.67±0.7 194.4±4.0 -14.3±0.4 

NPs sin suero 258.3±3.5 +22.7±0.3 352.6±5.2 +29.4±1.53 
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Figura 29. Liberación in vitro del péptido GIBIM-P5S9K de las NPs. Perfil de 
liberación de nanopartículas poliméricas bajo las mismas condiciones de 
incubación, pH y velocidad de agitación. 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

4.2.5 Determinación de la actividad hemolítica de NPs poliméricas de PLA y 

PLGA cargadas con péptido GIBIM-P5S9K 

 

Los eritrocitos humanos se incubaron con péptido cargado y no cargados de PLA 

y PLGA a dos concentraciones (0,5 a 1% p/v); Los porcentajes de hemólisis de 

estas NPs cargadas con el péptido GIBIM-P5S9K fueron inferiores al 10%. 

Teniendo en cuenta que uno que ocasiona <10% de hemólisis se considera no 

hemolítica o hemocompatible [180] (Fig. 30), estas NPs se consideran sustancias 

hemocompatibles y podrían ser administradas por vía parenteral [24]. Además, 

este resultado sugiere un efecto específico sobre la membrana bacteriana 

considerando que la diana del péptido es la estructura de la membrana. 
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Adicionalmente, la actividad hemolítica del péptido encapsulado con relación al 

péptido libre disminuyó, ya que el porcentaje de hemólisis del péptido no 

encapsulado fue de 25%. [186, 201]. 

 

Figura 30. Actividad hemolítica del péptido GIBIM-P5S9K encapsulado en 
PLGA y PLA. Las concentraciones finales utilizadas fueron PGLA y PLA para C1 y C2 5 y 0,5 

mg/mL, respectivamente. * P <0.05 versus células de viabilidad sin compuesto (control positivo). 
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5. RECOMENDACIONES 

 Realizar un estudio proteómico con técnicas como electroforesis en dos 

dimensiones que permita identificar las proteínas de membrana implicadas 

en la actividad antibacteriana y antiparasitaria de los péptidos libres y 

encapsuladas en cada uno de los polímeros utilizados. 

 

 Visualizar por microscopía electrónica de transmisión el daño de los 

péptidos libres y encapsulados a través del tiempo en los microorganismos 

utilizados como modelo en esta tesis. 

 

 Determinar el porcentaje de citotoxicidad de los pépidos encapsulados y de 

las nanopartículas sobre otras líneas celulares relacionadas con la 

aplicación deseada como células epiteliales, así como también sobre líneas 

celulares cancerígenas como las células HeLa.  

 

 Utilizar otra estrategia de protección de péptidos a degradación enzimática 

como ciclación, glicosiilación, bioconjugación, entre otras, para evaluar la 

eficacia de la encapsulación. 

 

 Determinar la farmacodinamia de los nanocompuestos encapsulados bajo 

condiciones experimentales in vivo mediante el uso de modelos animales. 
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6. CONCLUSIONES 

 

 Mediante el diseño in silico se obtuvieron 18 moléculas con propiedades 

fisicoquímicas que son características de péptidos antimicrobianos tales como: 

PAP mayor al 96%, índice de inestabilidad menor a 40, carga neta catiónica 

(entre +3 y +6), pI entre 10.04 a 12.03 y GRAVY de -0.62 a 1.14. 

 

 El método de síntesis seleccionado, resultó muy adecuado para la síntesis de 

péptidos con secuencias cortas (17 Aa), ya que las masas teóricas y 

experimentales determinadas por espectrometría de masas MALDI-TOF fueron 

acordes. 

 

 Los péptidos sintetizados presentaron una estructura secundaria α- hélice 

comprobada por los espectros de DC, exhibiendo dos bandas de absorción a 205 

y 215 nm en presencia de TFE al 30%. 

 

 Las sustituciones en la región media de la secuencia del PAM, por aminoácidos 

que confieren carga o aumento de la hidrofobicidad, inciden positivamente sobre 

la actividad de los PAMs. Asimismo, las sustituciones de aminoácidos en las 

regiones C- o N- terminal del PAM no generaron efecto antibacteriano sobre las 

cepas evaluadas. 

 

 La generación de secuencias in silico usando algoritmos genéticos permitió 

obtener péptidos biológicamente activos, que luego fueron mejorados mediante 

el análisis bioinformático racional, para su posterior síntesis, pudiendo de esta 

forma empalmar un trabajo interdisciplinario teórico-práctico. 

 

 La actividad antibacteriana de los PAMS sintetizados frente a E. coli fue mayor 

que la actividad antibacteriana frente a SARM y P. aeruginosa. Las 

concentraciones mínimas inhibitorias alcanzadas frente a E. coli fueron de 0.5 
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µM, 5.0 y 10 µM para los péptidos GIBIM-P5F8W, GIBIM-P6 Y GIBIM-P5S9K, 

respectivamente siendo valores menores a los publicados en la literatura. 

 

 La toxicidad de los péptidos en eritrocitos produjo un porcentaje de hemólisis 

menor al 40% a 50 µM. Por su parte, en las líneas celulares de A549 y HepG2 el 

único compuesto que presentó toxicidad fue GIBIM-P5F8W dejando el 36% de 

células viable a 100 µM en A549. Además, los péptidos de GIBIM- P3 y GIBIM-

P4 indujeron el crecimiento de las células HepG2 a ciertas concentraciones. 

 

 Los péptidos más activos diseñados en esta tesis fueron de amplio espectro, ya 

que inhibieron los parásitos de Leismania donovani y Leishmania pifanoi a 

concentraciones tan bajas de 0.5 µM para el péptido GIBIM-F8W en amastigotes. 

Cabe resaltar que los péptidos GIBIM-P2G17L y GIBIM-P2G17I también fueron 

activos frente a los parásitos, sin serlo muy eficazmente frente a las bacterias. 

Además, presentaron permearon la membrana bacteriana y parasitaria sin el uso 

de translocación vía receptores, mecanismo de acción que es el más común en 

fármacos a base de péptido que se encuentran en fase clínica. 

 

 Los PAMs más potentes frente a las bacterias patógenas fueron GIBIM-P5S9K y 

GIBIM-P5F8W. Estos péptidos adoptan una estructura α-helicoidal en ambientes 

diseñados para imitar membranas celulares y son capaces de permear la 

membrana de bacterias patógenas de una manera dependiente de la dosis. 

Además, pueden considerase como compuestos selectivos debido a la baja 

toxicidad en las células eucariotas. 

 

 Se sintetizaron NPs empleando PLGA y PLA como agentes encapsulantes 

mediante una ruta de doble emulsión-evaporación de solvente empleando PEI 

como agente catiónico y Poloxamero 407 como surfactante. Las NPs 

presentaron morfología esférica con tamaños entre 300-400 nm para PLA y 200-

300 nm para PLGA con carga superficial> 20mV e índice de polidispersidad <0.3. 
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 La encapsulación en nanopartículas poliméricas empleando la metodología de 

doble emulsión (W1/O/W2) en matrices de polímeros hidrofóbicos tipo éster se 

logró alcanzando porcentajes de encapsulación superiores a 50% bajo las 

condiciones de síntesis y purificación estandarizadas en el presente trabajo. 

 

 Los resultados obtenidos indican que las nanopartículas sintetizadas constituyen 

un método alternativo y prometedor para el suministro del péptido GIBIM-P5S9K, 

que fue uno de los más activos, mejorando el MIC50 comparado con el PAM libre. 

Además, alrededor del 50% del péptido se libera in vitro durante las primeras 8h. 

 

 El péptido GIBIM-P5S9K encapsulado en las NPs fue estable en suero humano. 

Los resultados obtenidos indican que las nanopartículas sintetizadas representan 

un método alternativo prometedor para el suministro del péptido GIBIM-P5S9K y 

aún más importante como sistema de protección de degradación enzimática. 
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ANEXO A. AMINOÁCIDOS, CÓDIGO DE TRES LETRAS, UNA LETRA Y ESTRUCTURA 

Aminoácidos Estructura Aminoácidos Estructura 

Alanina, ala, A 

 

Isoleucina, lle, I 

 

Ácido aspártico,Asp, D 

 

Leucina, Leu, L 

 

Ácido glutamico, Glu, E 

 

Lisina, Lys, K 

 

Arginina, Arg, R 

 

Metionina, Met, M 

 

Asparagina,Asn,N 

 

Prolina, Pro, P 

 

Fenilalanina,Phe, F 

 

Treonina, Thr, T 

 

Glutamina, Gln,Q 

 

Tirosina, Tys, Y 

 

Glicina,Gly, G 

 

Triptófano, Trp, W 

 

Histidina,His, H 

 

Valina, Val, V 
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ANEXO B. GRUPOS PROTECTORES EMPLEADOS EN LA ESTRATEGIA fmoc 

 

Protector Aminoácido Estructura 

Pmc  Arginina, Arg, R 

 

Trt  Asparagina, Asn, N 

Cisteína, Cys, C 

Glutamina, Gln, Q 

Histidina, His, H 

 

tBu  Lisina, Lys, K 

Triptófano, Trp, W 

 

Boc  Lisina, Lys, K 

 

Dmab  Ácido aspártico, Asp, D 
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ANEXO C. SOPORTE SÓLIDO UTILIZADOS EN LA SÍNTESIS DE PÉPTIDOS EN FASE SÓLIDA 

 

Nombre Estructura 

Resina Rink amida MBHA  
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ANEXO D. AGENTE DE CONDENSACIÓN Y ADITIVOS EMPLEADOS EN LA SÍNTESIS DE PÉPTIDOS EN FASE SÓLIDA 

Nombre Abreviación Estructura 

N,N' di-isopropilcarbodiimida DIC 

 

Tetrafluorobato de N-óxido de N-[(1-H- 

benzotriazol-1-il)-dimetilamino-metilen]-N-

metilmetanaminio 

TBTU 

 

1-hidroxibenzotriazol HOBt 
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ANEXO E. SECUENCIA Y ESTRUCTURA DE LOS PÉPTIDOS SINTÉTICOS USADOS EN ESTA TESIS. 

Nombre Secuencia Estructura 

GIBIM-P1 QVKGAKLWLSLMKWGGI-NH2 

 

GIBIM-P2 GFLGKGLFSVVKGVLKG-NH2 

 

GIBIM-P2G17I GFLGKGLFSVVKGVLKI-NH2 

 

GIBIM-P2G17L GFLGKGLFSVVKGVLKL-NH2 
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GIBIM-P2G13N GFLGKGLFSVVKNVLKG-NH2 

 

GIBIM-P3 NVAATARGWLKKLGKRI-NH2 

 

GIBIM-P3A3G NVGATARGWLKKLGKRI-NH2 

 

GIBIM-P3T5S NVAASARGWLKKLGKRI-NH2 
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GIBIM-P3A6K NVAATKRGWLKKLGKRI-NH2 

 

GIBIM-P4 ANVAATARGWLKKIGKK-NH2 

 

GIBIM-P4A1I INVAATARGWLKKIGKK-NH2 

 

GIBIM-P4A1V VNVAATARGWLKKIGKK-NH2 
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GIBIM-P4N2F AFVAATARGWLKKIGKK-NH2 

 

GIBIM-P5 ATKKCGLFSILKGVGKI-NH2 

 

GIBIM-P5T2K AKKKCGLFSILKGVGKI-NH2 

 

GIBIM-P5S9K ATKKCGLFKILKGVGKI-NH2 

 



 

166 
 

ANEXO F. CROMATOGRAMAS DE LOS PÉPTIDOS SINTÉTICOS GIBIM-P1 A GIIM-P6 Y ANÁLOGOS. 
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ANEXO G. ESPECTROS DE MASAS DE LOS PÉPTIDOS SINTÉTICOS GIBIM-P1 A GIIM-P6 Y ANÁLOGOS 
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GIBIM-P2G17I MW: 1762.19 Da
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GIBIM-P3 MW: 1883.27 Da
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GIBIM-P3A3G MW: 1868.24 Da
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GIBIM-P3A6K MW: 1939.36 Da
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GIBIM-P4A1I MW: 1854.25 Da
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GIBIM-P4N2F MW: 1845.25 Da
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GIBIM-P5T2K MW: 1790.27 Da

1
7
9
1
.0

7
8

0

2

4

6

8

4x10

In
te

n
s
. 

[a
.u

.]

500 1000 1500 2000 2500 3000
m/z

GIBIM-P5S9K MW: 1804.03 Da

1
8
0
4
.1

8
9

0

2000

4000

6000

8000

In
te

n
s
. 

[a
.u

.]

500 1000 1500 2000 2500 3000
m/z

x104



 

183 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1
8
0
2
.2

3
6

0

1000

2000

3000

4000
In

te
n
s
. 

[a
.u

.]

1000 1500 2000 2500 3000
m/z

GIBIM-P5F8W MW: 1802.25 Da

1
8
5
5
.4

3
5

0.00

0.25

0.50

0.75

1.00

1.25

1.50

4x10

In
te

n
s
. 

[a
.u

.]

1000 1500 2000 2500 3000
m/z

GIBIM-P6 MW: 1854.25 Da



 

184 
 

ANEXO H. ESPECTRO 

DE DC DE LOS 

ENANTIÓMEROS DEL 

PÉPTIDO GIBIM-P5F8W 
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ANEXO I. CURVA DE CALIBRACIÓN DEL PÉPTIDO GIBIM-P5S9K 
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ANEXO J. CINÉTICA DE LAS NPS VACÍAS DE PLA Y PLGA FRENTE A E. coli O157:H7 
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