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1. RESUMEN

Los péptidos antimicrobianos, conocidos también como AMPS, son pequefias cadenas
de aminoacidos, generalmente formadas por entre 8 y 48 unidades. Estos compuestos
destacan por su carga positiva, que suele variar entre +2 y +9, y por su alta proporcion de
aminoacidos hidrofébicos. Gracias a estas propiedades, pueden adoptar una estructura de
hélice alfa, lo que les permite interactuar con las membranas celulares de los
microorganismos. Esta interaccién, en la que la parte hidrofilica del péptido se une con los
fosfolipidos de la membrana, puede ocasionar la formacién de poros y, en consecuencia, la
ruptura de la célula.

En los ecosistemas neotropicales, algunas ranas, como las que pertenecen a los géneros
Phyllomedusa, Agalychnis, Cruziohyla y Boana, se han identificado como una importante
fuente natural de estos péptidos. Especificamente, en Ecuador se han descrito varias
especies que producen AMPs de interés. Por este motivo, en este trabajo se ha recopilado
informacion sobre la actividad antimicrobiana de los péptidos aislados de la piel de ranas
ecuatorianas. Se ha puesto especial énfasis en su accion frente a bacterias Gram positivas y
Gram negativas, ademas de hongos como Candida albicans y protozoos como Leishmania
spp. y Trypanosoma cruzi.

Para ello, se revisaron distintos estudios que analizan familias de péptidos como las
magaininas, memporinas, dermaseptinas, filloseptinas, pictuseptinas y cruzioseptinas,
prestando atencién tanto a su eficacia antimicrobiana como a sus niveles de toxicidad. Los
resultados sugieren que ciertos péptidos, como la Dermaseptina SP2 y la Cruzioseptina 1,
tienen un efecto importante contra algunos protozoos. Por otro lado, las pictuseptinas y las

temporinas mostraron una actividad destacada frente a bacterias Gram negativas y positivas.

Palabras clave: Anuros neotropicales, actividad antimicrobiana, bioactividad, péptidos

antimicrobianos, secrecion de piel de rana.



2. ABSTRACT

Antimicrobial peptides, also known as AMPs, are small chains of amino acids, generally
composed of between 8 and 48 units. These compounds are notable for their positive charge,
which typically ranges between +2 and +9, and their high proportion of hydrophobic amino
acids. Due to these properties, they can adopt an alpha helix structure, allowing them to
interact with the cell membranes of microorganisms. This interaction, where the hydrophilic
part of the peptide binds to the membrane's phospholipids, can lead to pore formation and,
consequently, cell rupture.

In Neotropical ecosystems, some frogs, such as those belonging to the genera
Phyllomedusa, Agalychnis, Cruziohyla, and Boana, have been identified as a major natural
source of these peptides. Specifically, several species that produce AMPs of interest have
been described in Ecuador. For this reason, this study compiled information on the
antimicrobial activity of peptides isolated from the skin of Ecuadorian frogs. Special emphasis
was placed on their action against Gram-positive and Gram negative bacteria, as well as fungi
such as Candida albicans and protozoa such as Leishmania spp. and Trypanosoma cruzi.

To this end, various studies analyzing peptide families such as magainins, memporins,
dermaseptins, phylloseptins, pictuseptins, and cruzioseptins were reviewed, focusing on both
their antimicrobial efficacy and toxicity levels. The results suggest that certain peptides, such
as dermaseptin SP2 and cruzioseptin 1, have significant effects against some protozoa.
Furthermore, pictuseptins and temporins demonstrated significant activity against both Gram-

negative and Gram positive bacteria.

Keywords: Neotropical anurans, antimicrobial activity, bioactivity, antimicrobial peptides,

frog skin secretion.



3. INTRODUCCION

Los péptidos antimicrobianos (PAM), mencionados (AMP) del inglés a partir de aqui,
son compuestos bioactivos con propiedades antimicrobianas y/o anticancerigenas, estan
compuestos por cadenas cortas de 12 a 60 aminoacidos con una carga neta positiva de +2 a
+11 y residuos hidrofébicos. Estos compuestos se encuentran de manera natural en la
naturaleza como en plantas, mamiferos, insectos e incluso virus, donde forman parte de los
sistemas de defensa del hospedador (Savitskaya et al., 2023). EI mecanismo de accion
depende de las caracteristicas del péptido antimicrobiano como su carga, tamafio,
hidrofobicidad, estructura secundaria, Alpha hélice y caracter anfipatico, donde se pueden
agrupar generalmente en dos tipos: dafio no membranoso y dafio de la membrana celular
(Savitskaya et al., 2023; Zhang et al., 2022). El dafio no membranoso, los AMP bloquean
funciones esenciales como la replicacion del ADN y el ARN o la sintesis de proteinas. Por el
contrario, después de un dafio en la membrana, los AMP alteran su integridad a través de
modelos de accion como el barril, el anillo, la alfombra y el canal de agregacion, lo que puede
conducir a la lisis celular (Ho et al., 2016).

Algunos de los ejemplos de AMP incluyen las magaininas, que se encontraron
inicialmente en la piel de la rana Xenopus laevis y que han demostrado tener una fuerte
actividad antimicrobiana contra bacterias grampositivas y gramnegativas, hongos y células
cancerosas (Ahmed et al., 2019, citando a Chromek et al., 2006; Pretzel et al., 2013). Otro
ejemplo es la colicina, producida por Escherichia coli, con actividad contra especies de
Salmonella, Shigella y Klebsiella, miembros de la familia Enterobacteriaceae. De igual
manera, las dermaseptinas, presentes en anfibios como Phyllomedusa sauvagei, inhiben la
sintesis de proteinas e inducen la apoptosis, también presentan pueden presentar
propiedades antivirales, antifungicas y anticancerigenas (Bin Hafeez et al., 2021).

Los AMP se clasifican segun su origen, estructura 0 modo de accion. Segun su origen,
los AMP son animales, vegetales y bacterianos. Los AMP de origen animal incluyen las

defensinas de mamiferos y las magaininas de anfibios, mientras que los de origen vegetal



suelen ser ricos en cisteina con puentes disulfuro. Entre los AMP de origen bacteriano,
destacan las bacteriocinas, como la gramicidina, que es activa contra bacterias grampositivas
(Hernandez Adame et al., 2022).

Segun su estructura, los AMP se pueden clasificar en péptidos alfa-helicoidales, como
las magaininas; péptidos beta-lamina, como las defensinas, que son estabilizadas con
puentes disulfuro; péptidos extendidos, como las histatinas presentes en la saliva humana; y
péptidos mixtos o en bucle, como la tanatina, un péptido antibacteriano y antifangico. Por
ultimo, cabe mencionar su funcibn y mecanismo de acciéon. Los AMP se clasifican en:
formadores de poros, como la dermaseptina y la melitina; AMP interferentes intracelulares,
como la bufirina Il, que suprime la replicacion del ADN; y AMP inmunomoduladores, como la
LL-37, que modula la respuesta inmunitaria (Huan, Kong, Mou, y Yi, 2020).

La Figura 1 creada por Ramazi et al. (2022) muestra la distribucion en porcentaje de
las funciones biolégicas de los péptidos registrados. La mayor proporcién corresponde a los
péptidos antibacterianos (35,62 %) y a otros péptidos (37,91 %), que agrupan funciones
todavia no clasificadas. También destaca la presencia relevante de péptidos con actividad
antifungica (14,31 %) y en menor porcentaje péptidos con efectos anticancerigenos (6,01 %)
y antivirales (5,07 %). Por otro lado, también afiade péptidos con actividad tdxica (0,59 %) y
antiparasitaria (0,49 %) que representan una fraccion muy pequefia. En conjunto, el gréafico
evidencia que la mayor parte de los péptidos tienen propiedades antimicrobianas,
especialmente contra bacterias y hongos.

En el Ecuador, la fauna nativa ofrece un gran potencial para la investigacién sobre
AMP. Por ejemplo, la rana planeadora (Agalychnis spurrelli) secreta exudados con actividad
antimicrobiana (Cuesta et al., 2019). Ademas, se han derivado sintéticamente AMP de anfibios
ecuatorianos como las cruzioseptinas (Cruziohyla calcarifer), la dermaseptina-SP2
(Agalychnis spurrelli) y la pictuseptina-1 (Boana picturata). Se descubrié que estos AMP son
activos contra bacterias (Escherichia coli, Staphylococcus aureus), hongos (Candida albicans)
y protozoos (Leishmania mexicana, Plasmodium falciparum y Trypanosoma cruzi) (Proafio-

Bolafos et al., 2024).



El uso de AMP es una opcién prometedora al problema actual y futuro de la resistencia
a los antibioticos. Si bien las bacterias pueden desarrollar resistencia a los AMP mediante
mecanismos como la degradacion de proteasas, la secrecion de proteinas inhibidoras o la
alteracion de la membrana celular, su capacidad para actuar sobre diversos componentes y
procesos celulares los convierte en una herramienta altamente eficaz.

Por otra parte, los efectos del uso de farmacos como tratamiento para patologias se
encuentran efectos secundarios y toxicidad. Varios pacientes que son hospitalizados debido
a una reaccion adversa a medicamentos (RAM), llegan a presentar efectos potencialmente
mortales como arritmias, toxicidad hepatica, insuficiencia renal aguda y acidosis lactica por la
terapia antirretroviral (Palavecino, 2014). Asi, las enfermedades infecciosas causadas por
bacterias, levaduras y parasitos despiertan gran interés en la investigacion a nivel mundial
debido a su alta tasa de mortalidad. lkuta et al. en 2022 documentaron 13,7 millones de
muertes causadas por infecciones en todo el mundo en 2019, de las cuales 7,7 millones fueron
causadas por patégenos bacterianos. Escherichia coli encabeza la lista con 950 000 muertes
al afo, seguida de Staphylococcus aureus con 1,1 millones de muertes al afio durante el
mismo periodo, 2019 (Naghavi et al., 2024).

Este tipo de infecciones imponen importantes impactos en las naciones con sistemas
de salud menos desarrollados, impactando la salud animal, la sanidad vegetal y a los seres
humanos (ONE HEALTH, 2023). Este plan menciona la salud humana, animal y ambiental
estan interconectadas y que su propagacion puede provocar pandemias devastadoras,
desestabilizar la seguridad alimentaria y devastar ecosistemas clave, poniendo en peligro la
salud mundial y la biodiversidad (OMS, 2024).

Las bacterias fueron responsables de 704 millones de muertes en 2019, seguln
estimaciones del Grupo Central de Patégenos del IHM. Escherichia coli, es causante de
infecciones gastrointestinales, infecciones del tracto urinario, sindrome hemolitico urémico,
meningitis neonatal, sepsis, infecciones intestinales y colitis hemorragica, registr6 950 000
muertes ese afio (Coll Cardenas, 2017). Staphylococcus aureus, caus6 alrededor de 1,1

millones de muertes en todo el mundo (Naghavi et al., 2024). Las bacterias son



particularmente problematicas debido a su capacidad de resistencia a los antimicrobianos, en
gran parte debido al abuso de antibiéticos. Por ejemplo, las cepas de E. coli productoras de
betalactamasas de espectro extendido (BLEE) son responsables del 5 % al 30 % de las
muertes provocadas por procesos infecciosos, registradas en el 2020 (Lastours et al., 2020).

De igual manera, las infecciones por Staphylococcus aureus resistentes a la meticilina
(SARM) causaron 9 000 muertes anuales en Estados Unidos (CDC, 2024), y el mismo autor
afirma que las bacterias resistentes a los antimicrobianos causan 4,95 millones de muertes
anuales. Las bacterias no son la Unica fuente de preocupacién. Levaduras como Candida spp.
y Rhodotorula spp. también causan infecciones graves. Por ejemplo, Candida spp. es
responsable de la candidiasis sistémica, orofaringea, vaginal y cutdnea. Se proyecta que las
infecciones invasivas por especies de Candida representan el 25 % de la mortalidad anual en
Estados Unidos. Especies de Candida como lo son: C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis,
C. tropicalis y C. krusei son responsables del 95 % de las infecciones del torrente sanguineo
(CDC, 2024).

A nivel mundial, las enfermedades fungicas, precisamente las causadas por la
levadura Candida spp., son responsables de aproximadamente 1,5 millones de muertes al
aflo (Gomez y Escandoén, 2023). La situaciéon también se ha visto agravada por la creciente
resistencia a los antifingicos, que se evidenci6 en la pandemia de COVID-19 (Anén, 2022).
Las infecciones fungicas también son un problema de salud publica en Ecuador, comolo
menciona Seipichincha, (2023) que afirma que aproximadamente el 3 % de la poblacién esta
infectada, es decir, 433 856 personas. Entre las patologias mas relevantes se encuentran la
aspergilosis invasiva, que infecta a aproximadamente 748 pacientes, la aspergilosis
broncopulmonar alérgica (ABPA), con una poblacién estimada de 26 642 personas, asi como
el asma grave con sensibilizacion fungica (SAFS), que infecta a 45 013 personas.

En la poblacién con VIH/SIDA, alrededor de 10 000 personas estan en riesgo, con
altos porcentajes de infecciones fungicas como histoplasmosis, meningitis criptocécica y
neumonia por Pneumocystis spp. con 11,1 %, 7 % y 11 %, respectivamente (Sociedad

Ecuatoriana de Infectologia, 2023).



En Ecuador, las enfermedades parasitarias transmitidas por vectores, como la malaria,
la enfermedad de Chagas y la leishmaniasis, siguen siendo un problema de salud publica,
principalmente en las regiones amazodnicas y rurales. La malaria, que causa alrededor de
608 000 muertes al afio en todo el mundo (Gibson, 2023), registré 690 casos en Ecuador en
2023 y 197 casos confirmados en la semana 20 de 2024, localizados en provincias como
Pastaza y Esmeraldas (Ministerio de Salud Publica del Ecuador, 2024). La enfermedad de
Chagas ha infectado a mas de 7 millones de personas en Latinoamérica, causando entre 10
000y 12 000 muertes al afio (OMS, 2024; OPS, 2024), mientras que en Ecuador se registraron
118 casos en 2023 y 47 casos hasta la semana 20 de 2024 (Ministerio de Salud Publica del
Ecuador, 2024).

En contraste, la leishmaniasis, especificamente en su afectacién cutanea, es un caso
frecuente en comunidades amazodnicas y rurales, con 1040 casos en 2023 y 366 hasta la
semana 20 de 2024 en el pais, lo que representa entre 20 000 y 30 000 muertes anuales
causadas por esta enfermedad a nivel mundial (Ministerio de Salud Publica del Ecuador, 2024;
Gibson, 2023). Estas cifras revelan la alta prevalencia de este tipo de enfermedades
parasitarias en Ecuador, asi como la necesidad de mantener y fortalecer las medidas de
vigilancia, prevencion y control.

La Figura 2 muestra el mapa de distribucion de enfermedades transmitidas por
vectores entre las provincias del Ecuador, donde se muestra la proporcion de casos de fiebre
amarilla (verde), enfermedad de Chagas (rojo), dengue (naranja), leishmaniasis (azul) y
malaria (rosa). El dengue predomina en la costa y Galapagos, mientras que la leishmaniasis
predomina en la Amazonia. La enfermedad de Chagas predomina en la Sierra y la costa,
mientras que la malaria se concentra principalmente en las provincias amazonicas segun se
observa en los datos del Ministerio de Salud Publica del Ecuador (2024). Esta variacion
epidemioldgica genera una demanda de nuevas formas estrategias terapéuticas, como los
péptidos antimicrobianos, para posiblemente actuar contra diversos patdégenos de importancia

regional.



Por otro lado, es importante recalcar que, en Ecuador, casi la mitad de los aislamientos
de E. coli como dice Ledn Pineda et al., (2025), son productoras de BLEE, y su tratamiento
complica las infecciones del tracto urinario y las septicemias. Mientras tanto, las infecciones
por SARM siguen siendo un problema. En 2023, se confirmaron 1 200 casos en hospitales
publicos del pais y representaron un estimado de 121 000 muertes al afio en 2022 segun un
informe publicado por Chan (2022) en el Instituto de Métricas y Evaluacion en Salud (IHME).
Mientras que a nivel mundial la mortalidad asociada a bacteriemia por SARM es de
aproximadamente el 33 %, se estima que entre 360 y 400 personas habrian fallecido en el
pais durante el Ultimo afio debido a este tipo de infecciones (Ministerio de Salud Publica del
Ecuador, 2024; Thwaites et al., 2022).

En la region de América Latina y el Caribe, la resistencia a los antibiéticos causa la
muerte de mas de 300 000 personas al afio, por lo que el desarrollo de nuevos tratamientos
y el uso racional de antibiéticos son una necesidad (OPS, 2024). Como también es el caso de
las levaduras, son otro problema que provoca un ndimero alarmante de muertes a nivel
mundial, con un estimado de 1 500 000 muertes anuales (Bongomin et al., 2017).

La especie mas prevalente es Candida albicans, que infecta principalmente a
pacientes inmunodeprimidos y constituye una gran preocupacion en las unidades de cuidados
intensivos debido a su resistencia a los antifingicos. En Ecuador, aunque carecemos de datos
precisos, las infecciones por hongos se estan convirtiendo en un problema en el ambito
hospitalario, especialmente en pacientes criticos (OMS, 2022).

Los farmacos empleados en el tratamiento de infecciones bacterianas, fangicas y
parasitarias son toxicos y de dificil acceso. Ademas de ser escasos, los tratamientos para
Candida spp. Llegan a provocar efectos secundarios graves y resistencia a antimicrobianos.

Para enfermedades parasitarias como T. cruzi, los farmacos existentes, aunque son
eficaces, son mal tolerados y presentan efectos secundarios graves, por lo que muchos
pacientes abandonan el tratamiento. La enfermedad leishmaniasis no cuenta con opciones
terapéuticas, y para la malaria, las epidemias han generado la necesidad de alternativas mas

econdmicas con menos efectos secundarios para la poblacion afectada.



La terapia farmacolégica para la enfermedad de Chagas consiste en compuestos
nitroheterociclicos como el benznidazol y nifurtimox. Estos son ciertamente Utiles cuando la
enfermedad esta en la fase aguda, pero son cuestionados para la fase cronica debido a los
efectos secundarios que se suman a los inducidos por la propia enfermedad (Salazar-
Schettino et al., 2016; Apt et al., 2008; Castro et al., 2015). A pesar de ser un tratamiento de
primera linea, sus efectos secundarios y la duracién del tratamiento hacen que la mayoria de
los pacientes utilicen estos farmacos como ultima opcién.

En resumen, los péptidos antimicrobianos (PAM) son una alternativa util para combatir
la resistencia microbianay las enfermedades infecciosas, especialmente debido a la creciente
ineficacia de las terapias tradicionales. El objetivo de este trabajo es converger datos sobre la
actividad antimicrobiana de los péptidos de ranas ecuatorianas para aislar aguellos con mayor
impacto en bacterias clinicamente relevantes, asi como comparar su actividad con péptidos
internacionalmente aceptados. Este enfoque nos permitira evaluar el potencial terapéutico de

la biodiversidad local en el desarrollo de nuevas estrategias antimicrobianas.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

e Sintetizar informacion sobre la actividad antimicrobiana de péptidos aislados de la

secrecidn de ranas ecuatorianas en diferentes microrganismos

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar el péptido antimicrobiano aislado de secreciones de ranas ecuatorianas con
el mejor efecto sobre bacterias de interés clinico
e Comparar la actividad antimicrobiana de péptidos de ranas del Ecuador frente a

péptidos descritos en la literatura cientifica
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5. DESARROLLO TEORICO

5.1 ¢ CUALES HAN SIDO LOS PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS AISLADOS DE
RANAS DESCUBIERTAS EN ECUADOR?

Los péptidos antimicrobianos aislados de ranas ecuatorianas incluyen tres familias
principales identificadas en la Ultima década. De Cruziohyla calcarifer se obtuvieron los
cruzioseptinas, siendo el cruzioseptina-4 el mas estudiado por sus propiedades
antimicrobianas y leishmanicidas (Proafio-Bolafios et al., 2016; Mendes et al., 2020).

De Agalychnis spurrelli se extrajeron cuatro péptidos relacionados con dermaseptinas
gque muestran caracteristicas estructurales distintivas (Cuesta et al., 2019). Finalmente, Boana
picturata aporté dos familias completamente nuevas: picturinas y pictuseptinas, siendo el
pictuseptin-1 particularmente relevante por su actividad antimicrobiana (Moran-Marcillo et al.,
2022). Asi, a continuacion, se habla de cada familia mencionada para desarrollar las ideas de

cada tema.

5.1.1 DESCUBRIMIENTO Y CARACTERIZACION DE LAS CRUZIOSEPTINAS

La investigacion se originé a partir de la identificacion de las cruzioseptinas, una familia
de péptidos aislada de las secreciones cutaneas de Cruziohyla calcarifer, conocida como la
"rana espléndida", tipica de los bosques nubosos del Ecuador. Los estudios iniciales, que
fueron desarrollados mediante técnicas peptidémicas y enfoques de clonacion molecular,
dieron lugar a una nueva familia de potentes péptidos antimicrobianos que posteriormente se
denominarian cruzioseptinas (Proafio-Bolafios et al., 2016).

El primer paso para caracterizar las secreciones cutaneas consistié en una suave
estimulacion eléctrica de C. calcarifer para inducir la produccion y extraccién de secreciones,
luego se separaron los componentes bioactivos y se identifico su estructura utilizando técnicas
como la espectrometria de masas y secuenciacion. Esta estrategia metodolégica permitio
aislar diversos péptidos con diversas actividades antimicrobianas, lo que abri6 la puerta a

estudios posteriores sobre su potencial terapéutico.
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5.1.2 DERMASEPTINAS Y PICTUSEPTINAS

Se realizaron estudios adicionales en otras especies de anuros ecuatorianos para
identificar otras familias de péptidos con propiedades bioactivas distintivas. Un estudio sobre
Agalychnis spurrelli, lamada la rana planeadora ecuatoriana, aislé péptidos pertenecientes a
la familia de AMP relacionada con la dermaseptina, un subgrupo de AMP previamente
descubiertos en otras especies de sapos, pero con secuencias y propiedades novedosas en
la especie ecuatoriana (Proafio-Bolafios et al., 2019).

Simultaneamente, la investigacion sobre Boana picturata, o la rana del Chocé, revel6
dos nuevas familias de péptidos antimicrobianos: picturinas y pictuseptinas. Los péptidos se
caracterizaron mediante enfoques peptidomicos de alta resoluciéon y transcriptomica, con
caracteristicas estructurales y funcionales distintivas que los separa de las familias de

péptidos previamente descubiertas (Moran-Marcillo et al., 2022).

5.1.3 PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS OBJETO DE ESTUDIO ACTUAL

Las investigaciones mas recientes de Proafio-Bolafios et al., (2024) se han centrado
en el estudio sistematico de cinco péptidos individuales con un prometedor potencial
terapéutico, cruzioseptina-1, cruzioseptina-4 (CZS-4) y cruzioseptina-16 de Cruziohyla
calcarifer, dermaseptina-SP2 de Agalychnis spurrelli; y pictuseptina-1 de Boana picturata
basandose en ensayos preliminares de actividad biolégica.

En un andlisis mas detallado de los compuestos presentes, se seleccionaron cinco
péptidos de interés para su estudio. Estos incluyen tres pertenecientes a la familia de las
cruzioseptinas y dos correspondientes a las familias dermaseptina y pictuseptina. La actividad
antimicrobiana de los péptidos se evalu6 contra los siguientes microorganismos:
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y una cepa de S. aureus resistente a la oxacilina;
bacterias gramnegativas: Escherichia coli ATCC 25922, un aislado clinico de Klebsiella

pneumoniae; y la levadura patdégena oportunista Candida albicans.
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La cruzioseptina-1 (CZS-1) es el péptido tipo de las cruzioseptinas, compuesto por 12
amino&cidos, con naturaleza anfipatica y carga neta positiva. Este péptido, descrito
inicialmente en 2016, ha servido como modelo para estudios de la relacion estructura-
actividad y ha mostrado una actividad antimicrobiana de amplio espectro contra bacterias
grampositivas y gramnegativas (Proafio-Bolafos et al., 2016). La cruzioseptina-4 (CZS-4) fue
el miembro méas activo de la familia de las cruzioseptinas tras estudios comparativos de
actividad biolégica. Este péptido de 11 aminoacidos posee una secuencia que le confiere una
actividad antimicrobiana y antiparasitaria, a la vez que reduce la citotoxicidad contra células
de mamiferos. Los experimentos de modelado molecular, realizados por Cuesta et al. (2021),
han demostrado que la CZS-4 posee una estructura secundaria estabilizada que le permite
unirse a las membranas.

Cruzioseptin-16 (CZS-16) es un miembro estructural de la familia cruzioseptina que
exhibe propiedades bioactivas Unicas. Este péptido de 23 aminoacidos ha demostrado efecto
antimicrobiano frente a protozoarios, pero exhibe una actividad selectiva contra células de
mamifero (Proafio-Bolafios et al., 2024).

Dermaseptin-SP2 (DRS-SP2), derivado de Agalychnis spurrelli, es un péptido de 28
aminoacidos que posee caracteristicas estructurales que lo diferencian de las dermaseptinas
tradicionales, como alteraciones en areas clave para la actividad antimicrobiana que
proporcionan un perfil de bioactividad diferente (Cuesta et al., 2019).

Pictuseptin-1 (PTS-1) de Boana picturata es de la familia pictureptina recientemente
descrita. Se ha demostrado que el péptido de 15 residuos de aminoacidos exhibe actividades
antimicrobianas especificas contra E. coli y en menor medida contra protozoarios (Moran-
Marcillo et al., 2022).

En varios estudios previos se ha analizado la actividad de péptidos antimicrobianos
extraidos de secreciones cutdneas de diferentes anfibios, evaluando su efecto contra
bacterias, hongos y parésitos de importancia clinica (Liu et al., 2019, 2020; Zhou et al., 2016;
Wang et al., 2021; Pinto et al., 2013; Eggimann et al., 2015). Por ejemplo, la Dermaseptina-

AC, proveniente de Agalychnis callidryas, mostré una buena capacidad para inhibir bacterias
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grampositivas y gramnegativas con concentraciones minimas inhibitorias entre 2 y 4 uM,
aunque con cierta citotoxicidad moderada (Wang et al., 2021).

Por otro lado, las phylloseptinas, que se encuentran en especies del
género Phyllomedusa, presentaron resultados variados: algunas, como la Phylloseptin-PHaz2,
lograron actividad antimicrobiana a bajas concentraciones (1-2 uM), mientras que otras
mostraron poca 0 ninguna eficacia bajo las condiciones evaluadas (Liu et al., 2019, 2020;
Zhou et al., 2016). Ademas, algunos péptidos demostraron un potencial importante contra
parasitos, como es el caso de CZS-4, que mostré una potente actividad contra Leishmania

mexicana

5.1.4 METODOLOGIA DE SINTESIS Y PURIFICACION

La valoracién de estos cinco péptidos ha implicado el disefio de protocolos 6ptimos de
sintesis quimica en fase sélida, para la construccion secuencial de las cadenas peptidicas.
Los péptidos obtenidos se han purificado en procesos de cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) de fase inversa, alcanzando purezas superiores al 95 % necesarias para
los estudios de actividad biol6gica (Proafio-Bolafios et al., 2024).

La caracterizacion de la estructura de los péptidos purificados se ha llevado a cabo por
espectrometria de masas MALDI-TOF denominada en inglés "Matrix-Assisted Laser
Desorcién/lonizacion Time-Of-Flight", en donde se validaron las masas moleculares
esperadas y la ausencia de impurezas significativas. Por Gltimo, se han realizado estudios de
modelado computacional para predecir las estructuras tridimensionales de estos péptidos y
sus interacciones con las membranas microbianas, lo que permite comprender sus

mecanismos de accion (Rengifo-Lema et al., 2024).

5.1.5 CONTRIBUCION A LA BIODIVERSIDAD MOLECULAR ECUATORIANA

El descubrimiento y la caracterizacién de estos péptidos antimicrobianos constituyen
una importante contribucién al conocimiento de la biodiversidad molecular ecuatoriana, un
pais que posee una extraordinaria riqgueza biolégica. El descubrimiento de nuevas familias

peptidicas como las cruzioseptinas, picturinas y pictuseptinas no solo aporta al conocimiento
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de compuestos bioactivos para la investigacion, sino que también destaca el potencial de los

ecosistemas ecuatorianos como fuente de moléculas con posibles aplicaciones terapéuticas.

5.1.6 ACTIVIDAD ANTIPARASITARIA'Y ANTIMICROBIANA

Los estudios descritos a continuacién, han indicado que los péptidos antimicrobianos
de las secreciones de la piel de ranas ecuatorianas exhiben un espectro de bioactividad amplio
contra diversos microorganismos patégenos. El andlisis de estas moléculas ha revelado la
presencia de patrones de actividad especificos que varian considerablemente en los péptidos
aislados, lo que constituye una base para su evaluacibn como posibles compuestos

terapéuticos. La actividad antimicrobiana se analizar4 mas adelante en esta revision.

5.1.7 ACTIVIDAD CONTRA PROTOZOARIOS PARASITOS

Se ha descrito la actividad antiparasitaria de estos péptidos mediante ensayos in vitro
para evaluar su potencia contra los principales agentes etioldgicos de enfermedades
tropicales desatendidas. Especificamente, se ha observado una alta actividad contra
Trypanosoma cruzi, con concentraciones inhibitorias medias (CI50), que es la concentraciéon
de un compuesto que se necesita para inhibir la actividad de un microorganismo en un 50 %,
oscilan entre 2,3 y 8,7 uM, dependiendo segun el péptido (Proafio-Bolafios et al., 2024). Esta
eficacia tripanocida es particularmente relevante considerando que los tratamientos actuales
contra la enfermedad de Chagas, como el benznidazol y el nifurtimox, presentan deficiencias
significativas en términos de eficacia y tolerancia. Para la leishmaniasis, los péptidos
mostraron accién leishmanicida contra Leishmania mexicana, destacando la cruzioseptina-4
(CZS-4) al mostrar un valor de CI50 de 1,8 uM contra promastigotes y 3,1 uM contra
amastigotes intracelulares, formas parasitarias relevantes para la infeccion del huésped
mamifero (Mendes et al., 2020). Esta doble actividad contra ambas especies del parasito es
de alto interés terapéutico, especialmente cuando se compara con farmacos tradicionales
como la anfotericina B, que posee una CI50 de aproximadamente 0,5 uM con una toxicidad
sistémica grave. La actividad contra Plasmodium falciparum ha revelado que CZS-4 posee

actividad antipaltudica con una CI50 de 4,2 uM contra las formas asexuales del parasito. Si
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bien es superior a la de la cloroquina (0,02 uM), este valor es mejor considerando la buena
seguridad del péptido y la resistencia generalizada a los antipalidicos convencionales

(Proaio-Bolafios et al., 2024)

5.1.8 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE AMPLIO ESPECTRO

Ademas de una actividad antiparasitaria, los péptidos han demostrado actividad
antimicrobiana contra bacterias patégenas gramnegativas y grampositivas. Como lo es CZS-
4 ejerce una CMI de 8 uM contra Escherichia coli, una bacteria modelo gramnegativa, y de 4
MM contra Staphylococcus aureus, incluyendo SARM, lo que refleja su idoneidad para su uso
contra infecciones bacterianas multirresistentes (Cuesta et al., 2021).

La actividad antifungica de CZS-4 contra Candida albicans ha dado una CMI de 16
MM, un valor comparable al de antifingicos convencionales como el fluconazol, especialmente

considerando el creciente problema de la resistencia en el &mbito clinico.

5.1.9 SELECTIVIDAD Y SEGURIDAD

Las pruebas de citotoxicidad en lineas celulares de mamiferos mostraron que CZS-4
€s un compuesto con una concentracion citotoxica media (CCs,) superior a 128 uM en células
HEK-293. Esto indica un indice de selectividad superior a 30, lo que significa que el compuesto
es al menos 30 veces mas téxico para los microorganismos estudiados que para las células
del organismo hospedador, lo cual sugiere que podria ser seguro para su uso terapéutico
(Escherichia coli y Staphylococcus aureus, Candida albicans y Leishmania mexicana (forma
promastigote), Plasmodium falciparum (estadio eritrocitico) y Trypanosoma cruzi (estadio
mamifero) que para las células humanas, lo que resalta su potencial como agente terapéutico
selectivo (Proafio-Bolafios et al., 2024). Esta selectividad diferencial constituye una clara
ventaja terapéutica que podria reflejarse en una reduccion de efectos adversos en futuras
aplicaciones clinicas. La combinaciéon de actividad antimicrobiana de amplio espectro,
actividad antiparasitaria directa contra pardsitos y especificidad para células patdégenas
identifica a CZS-4 como el candidato optimo entre los péptidos investigados, lo que justifica

su seleccion para estudios de desarrollo preclinico y optimizacién farmacoldgica.
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5.1.10 RELEVANCIA Y POTENCIAL TERAPEUTICO

Las enfermedades parasitarias tropicales endémicas, como la enfermedad de Chagas,
producida por Trypanosoma cruzi, la leishmaniasis, producida por Leishmania spp., y la
malaria, producida por Plasmodium spp., constituyen un problema de salud publica nacional
e internacional que afecta especialmente a poblaciones extremadamente vulnerables de las
regiones tropicales y subtropicales. Estas patologias representan uno de los mayores desafios
para el tratamiento debido a diversos factores que son limitantes como: la baja efectividad de
los tratamientos farmacoldgicos actuales, la alta toxicidad de los farmacos convencionales y
el creciente desarrollo de resistencia a los antiparasitarios de primera linea.

En este sentido, los péptidos antimicrobianos (AMP) provenientes de las secreciones
cutaneas de anuros ecuatorianos se estan convirtiendo en una nueva opcion terapéutica que
podria revolucionar el tratamiento de estas enfermedades. El interés por estas moléculas
bioactivas radica en su mecanismo de accién claramente diferente al de antiparasitarios
tradicionales y en la ventaja tactica de poder superar los mecanismos de resistencia
desarrollados por los parasitos a la terapia tradicional con antiparasitarios. Ademas, la
selectividad natural de estos péptidos por las membranas celulares parasitarias, en
comparacion con las membranas de los hospedadores mamiferos, ofrece un perfil de
seguridad potencialmente mejorado que puede reducir significativamente los efectos
secundarios de las terapias actuales.

Los estudios realizados por Proafo-Bolafios et al., (2024) y Rengifo-Lema et al., (2024)
han dado como resultado la identificacion y caracterizacion molecular de cinco péptidos
antimicrobianos aislados de especies nativas de ranas tropicales, que han mostrado actividad
antiparasitaria especifica contra los principales agentes etiolégicos de las enfermedades
tropicales desatendidas. De estas moléculas, la cruzioseptina-4 (CZS-4) destaca por su
desempenfiado equilibrio entre una potente actividad antiparasitaria y una baja citotoxicidad en
células de mamiferos, caracteristicas que la posicionan entre las principales candidatas para
su incorporacion en evaluaciones preclinicas y desarrollo de farmacos (Mendes et al., 2020).

Esta selectividad terapéutica para el lado positivo significa que la CZS-4 podria ser una
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plantilla molecular para la evolucion racional de nuevos farmacos antiparasitarios con perfiles
de seguridad mejorados.

Estos resultados no solo tienen un impacto farmacologico, sino que también
enriguecen el conocimiento sobre la biodiversidad bioactiva del Ecuador y promueven nuevas
alternativas terapéuticas para enfermedades que afectan a mas de mil millones de personas
en el mundo. Esta relacién entre la conservacion de los recursos naturales y la investigacion
biomédica representa un claro ejemplo de cémo la bioprospeccion puede ser una herramienta
efectiva para enfrentar los desafios de la salud global, especialmente en enfermedades que

histéricamente han sido poco atendidas.

52 ¢CUAL ES EL MECANISMO DE ACCION DE LOS AMPS SOBRE LOS

MICROORGANISMOS?

El mecanismo de los AMPs contra microorganismos infecciosos se caracteriza por un
mecanismo multifasico centrado principalmente en la alteracion de la integridad de la
membrana celular. Este mecanismo es altamente efectivo contra diversos tipos de
microorganismos, como la bacteria grampositiva Staphylococcus aureus, la bacteria
gramnegativa Escherichia coli, el hongo levaduriforme Candida albicans y los protozoos
parasitos Leishmania mexicana y Trypanosoma cruzi (Proafio-Bolafios et al., 2024). La
selectividad de estos péptidos hacia las células microbianas se debe, principalmente, a la
diferencia en la composicién de la membrana celular y la carga eléctrica de las células
procariotas, flngicas y parasitarias con respecto a las de las células hospedadoras eucariotas.
Mientras que las membranas de los microorganismos patégenos presentan un mayor
porcentaje de fosfolipidos anionicos que confieren una carga negativa a la superficie celular,
las membranas celulares de los mamiferos aun presentan una distribucién asimétrica de
fosfolipidos, con la mayoria de las moléculas neutras en la superficie externa (Cuesta et al.,
2021). Esta composicién permite que los AMP, con sitios catiénicos, induzcan uniones
preferenciales con las membranas microbianas y, por lo tanto, limiten la toxicidad hacia las

células hospedadoras.
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La actividad antimicrobiana comienza con el reconocimiento y la unién del péptido a la
superficie de la membrana microbiana, su insercion en la bicapa lipidica y la formacion final
de poros o cambios estructurales que comprometen la viabilidad celular del patégeno (Mendes

et al., 2020).

5.2.1 INTERACCION CON LA MEMBRANA CELULAR Y FORMACION DE

POROS

Los AMPs como la cruzioseptina-4 (CZS-4), dermaseptina-SP2 y pictuseptina-1,
exhiben una arquitectura molecular anfipatica caracterizada por la presencia simultdnea de
regiones hidrofilicas e hidrofébicas que facilita su interaccién especifica con las membranas
lipidicas de diversos microorganismos patdgenos. Esta peculiaridad estructural constituye el
fundamento de su mecanismo de accién antimicrobiana, permitiendo que estos péptidos
establezcan interacciones electroestaticas iniciales con los componentes fosfolipidicos de la
membrana plasmatica microbiana, seguidas de una insercién progresiva en la bicapa lipidica.

Los estudios computacionales y de modelado molecular han demostrado que la
bioactividad de estos AMPs se fundamenta en su capacidad para formar poros, como se
observa en la Figura 3. adaptada de Matsuzaki et al. (2009), donde se evidencia la formacion
de poros en vesiculas de lipidos inducida por magainina. Durante el proceso de insercion, las
interacciones electrostaticas entre las regiones cargadas positivamente de los péptidos
antimicrobianos (AMPs) y las regiones cargadas negativamente de los fosfolipidos de la
membrana celular generan cavidades que comprometen su integridad estructural (Cuesta et
al., 2021).

Durante el proceso de insercion, las interacciones electrostéticas entre las regiones
cargadas positivamente de los péptidos antimicrobianos (AMPS) y las regiones cargadas
negativamente de los fosfolipidos de la membrana celular generan cavidades que
comprometen su integridad estructural (Cuesta et al.,, 2021). Esta permeabilizacion de la
membrana plasmatica desencadena una cascada de eventos letales para el microorganismo,

iniciando con la disrupcion de los gradientes iénicos transmembranales esenciales para la
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homeostasis celular. Posteriormente, se produce la pérdida masiva de componentes
intracelulares criticos, culminando en el colapso osmético vy la lisis celular del patégeno. Este
mecanismo es efectivo contra bacterias Gram negativas y positivas, hongos y protozoarios

(Proafio-Bolafos et al., 2024).

5.2.2 ESPECIFICIDAD Y SELECTIVIDAD DEL MECANISMO

Uno de los aspectos mas interesantes del mecanismo de accién de los péptidos
antimicrobianos es su selectividad por las membranas microbianas, a la vez que presentan
una baja toxicidad para las células de mamiferos. Sin embargo, esto no es casualidad, sino
gque se debe a las grandes diferencias compositivas entre las distintas membranas celulares
(Zhang et al., 2021).

No obstante, para comprender completamente esta forma de acciéon de los AMP,
primero es necesario examinar la composicion molecular de las membranas bacterianas.
Estas membranas presentan una composicion lipidica muy particular, siendo los fosfolipidos
con carga nhegativa los mas destacados. De hecho, la fosfatidiletanolamina constituye
aproximadamente tres cuartas partes de los fosfolipidos totales, mientras que el
fosfatidilglicerol representa una quinta parte del contenido total. La cardiolipina, aunque no es
tan comun, con tan solo un 5 %, desempefa un papel crucial en la estabilizacion de la
membrana (Sohlenkamp y Geiger, 2016).

Esta forma tiene repercusiones electrostaticas inmediatas. Dado que la mayoria de los
péptidos antimicrobianos tienen carga neta positiva, la superficie bacteriana, que tiene carga
negativa, actia como un iman molecular y atrae al péptido en su aproximacién inicial.
Posteriormente, tras este contacto inicial, el péptido puede insertarse en la bicapa lipidica y
comprometer la integridad estructural de la membrana (Kumar et al., 2018).

Las membranas celulares de mamiferos difieren significativamente de las bacterianas,
ya que estan compuestas principalmente por fosfolipidos zwitteribnicos como la fosfatidilcolina
y la esfingomielina, en lugar de fosfolipidos anidnicos. Ademas, la alta proporcion de colesterol

(hasta un 40 % del contenido lipidico) modifica las propiedades biofisicas de la membrana,
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haciéndola mas rigida y menos permeable (Mahlapuu et al., 2016). Estas diferencias
estructurales contribuyen a que los péptidos antimicrobianos interactien preferentemente con
las membranas microbianas, minimizando su efecto sobre las células mamiferas.

El colesterol, en particular, induce rigidez estructural y altera el empaquetamiento de
los fosfolipidos vecinos. Estas alteraciones no solo reducen la fluidez general de la membrana,
sino que también interfieren con la capacidad de los péptidos antimicrobianos para insertarse
eficientemente en la bicapa. En consecuencia, la actividad litica disminuye significativamente
(Greber et al., 2019). Desde un punto de vista terapéutico, varios AMP presentan cierta
actividad prometedora contra las membranas de mamiferos y, por lo tanto, sus aplicaciones
clinicas son limitadas, el desarrollo de compuestos especificos es una prioridad en la
investigacion farmacoldgica en curso (Cardoso et al., 2024). Precisamente en este contexto,
los péptidos de las secreciones de anfibios ecuatorianos estudiados por Proafio-Bolafios y
coautores cobran especial relevancia, ya que han presentado buenos perfiles de selectividad
hacia diversos patégenos con baja toxicidad para la célula huésped (Proafio-Bolafios et al.,

2024).

5.2.3 ACCION SOBRE BACTERIAS Y HONGOS

Los AMP son una clase diversa de péptidos bioactivos que se han convertido en un
componente esencial del sistema inmunitario innato. Los AMP poseen mecanismos de accion
complejos que van mas alla de la simple disrupcion de la membrana, con mdultiples
mecanismos moleculares involucrados para determinar su especificidad y eficacia
antimicrobiana (Proafio-Bolafios et al.,, 2016). Una comprensiéon profunda de estos
mecanismos es importante para el disefio de nuevos farmacos terapéuticos que utilicen
péptidos naturales de la biodiversidad ecuatoriana. Como destacan Proafio-Bolafios et al.
(2016) “estos péptidos inhiben el crecimiento de numerosos microorganismos patdgenos,
incluyendo virus con envoltura, bacterias grampositivas y gramnegativas, protozoos y

hongos".
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5.2.4 INTERACCION INICIAL Y RECONOCIMIENTO CELULAR

El mecanismo de accion de los AMP comienza con el reconocimiento selectivo de las
membranas microbianas, proceso que depende en gran medida de las propiedades
fisicoguimica tanto del péptido como de la superficie celular diana. La selectividad se debe a
las diferencias naturales en la composicion lipidica de las membranas entre las células
microbianas y las células eucariotas hospedadoras. En particular, las capas externas de las
membranas eucariotas contienen una mayor proporcion de fosfolipidos con carga negativa
(aniénicos) (Cuesta et al., 2019). Los péptidos catidnicos inician las interacciones
electrostaticas con estos componentes con carga negativa, mientras que sus porciones
hidrofébicas facilitan una mayor penetracion en la bicapa lipidica.

Las cruzioseptinas y pictuseptinas de ranas ecuatorianas como Cruziohyla calcarifer y
Boana picturata demuestran esta especificidad al adoptar su conformacién anfipatica tipica
(Proafo-Bolafios et al., 2016; Moran-Marcillo et al., 2022). Estos péptidos poseen dominios
hidrofilicos catidénicos que facilitan el contacto inicial con los componentes aniénicos de la
membrana microbiana, y sus porciones hidrofébicas facilitan la insercion posterior en la bicapa
lipidica (Cuesta et al., 2021). Esta dualidad estructural es vital en la actividad antimicrobiana,
ya que facilita tanto el reconocimiento especial como la penetracion efectiva de la membrana
para determinar qué "conduce a la formacién de canales anionicos y la penetraciéon de la
membrana que permite la salida de OH- y el desacoplamiento de la respiracién" (Proafio-

Bolafios et al., 2021; Cuesta et al., 2021).

5.2.5 MECANISMOS DE ACCION CONTRA BACTERIAS GRAM POSITIVAS Y

GRAM NEGATIVAS

En el caso de bacterias Gram positivas como Staphylococcus aureus, los AMP se
encuentran con una pared celular compuesta principalmente por peptidoglicano y &cido
teicoico. Los polimeros aniénicos, que son acidos teicoicos, poseen sitios de unién especificos
para péptidos catidnicos (Proafio-Bolafios et al., 2019). Tras el contacto inicial, los AMP deben

atravesar la gruesa capa de peptidoglicano para alcanzar la membrana citoplasmética, donde
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ejercen su principal accion litica. Las cruzioseptinas han demostrado una eficacia especifica
contra este tipo de bacterias, lo que implica que su estructura es adecuada para una
penetracion efectiva de la pared celular grampositiva (Mendes et al., 2020).

Por otro lado, las bacterias gramnegativas, como Escherichia coli, poseen una
organizacion estructural mas compleja que incluye una membrana externa enriquecida con
lipopolisacaridos (LPS). Los LPS constituyen la primera barrera que los AMP deben atravesar,
creando interacciones especificas con cadenas de oligosacéridos con carga negativa (Cuesta
et al., 2021). La naturaleza anfipatica de los péptidos les permite no solo unirse a los LPS,
sino también desestabilizar la membrana externa intercalando sus porciones hidrofobicas
entre las cadenas de acilo de los fosfolipidos. Este primer paso permite la entrada al espacio
periplasmico y, finalmente, a la membrana citoplasmética interna, donde se produce una

perturbacion letal de la integridad celular.

5.2.6 MODELOS DE PERMEABILIZACION DE MEMBRANA

La formacién de poros es uno de los modos de accién mejor detallados, pues se ha
demostrado su presencia en mdultiples modelos coexistentes, dependiendo de la
concentracion de péptidos y el tipo de membrana diana (Rengifo-Lema et al., 2024). Otro
modelo, el de poro de barril, los péptidos se insertan en angulo recto en la membrana para
formar canales llenos de agua, se ha sugerido como el modo de accion de ciertas
cruzioseptinas (Proafio-Bolafios et al.,, 2016). En este modelo, la alineacién de varias
moléculas peptidicas crea estructuras cilindricas a través de las cuales se produce el
movimiento irregular de iones y moléculas pequefas en la membrana. Se puede visualizar los
distintos modelos de accion de los AMP en la Figura 4.

Por otro lado, el modelo de alfombra describe un proceso mediante el cual los péptidos
se agrupan en la superficie de la membrana hasta alcanzar la concentracion critica, lo que
desencadena una solubilizacion de la bicapa lipidica similar a la de un detergente. El proceso
parece ser particularmente relevante para las pictuseptinas de Boana picturata, cuya

conformacion y caracteristicas fisicoquimicas favorecen la formacion de complejos péptido-
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lipido que desestabilizan la organizacion estructural de la membrana (Moran-Marcillo et al.,
2022).

El modelado molecular confirma el modo de accion de las cruzioseptinas, que se basan
en la desorganizacion de la membrana celular mediante interacciones electrostaticas entre
los residuos de aminoacidos catidonicos del péptido y los grupos fosfato aniénicos de la
membrana celular del patégeno (Cuesta et al., 2021), lo que valida estos modelos teéricos

mediante evidencia experimental.

5.2.7 ESPECIFICIDAD HACIA Candida albicans

La actividad antifungica de los AMPs posee caracteristicas distintivas relacionadas con
la peculiar estructura de las membranas fangicas levaduriformes. Candida albicans, como
célula eucariota, posee membranas ricas en ergosterol, un esterol muy distinto del colesterol
presente en las células de mamiferos (Proafio-Bolafios et al., 2024). Esta diferencia en la
composicion proporciona una ventana terapéutica que los AMP pueden aprovechar para
exhibir toxicidad selectiva sobre las células fungicas.

Los péptidos antimicrobianos se unen preferentemente al ergosterol debido a la
estructura del dominio lipidico y a las variaciones en la fluidez de la membrana (Cuesta et al.,
2019). Mencionado segun Proafio-Bolafios et al., 2024 se sabe que la presencia de ergosterol
modifica la estructura y la dinAmica de la bicapa lipidica, creando microambientes propicios
para la insercion y agregacion de péptidos anfipaticos. Por lo tanto, la interaccion del péptido
con el ergosterol induce defectos estructurales y la fuga de iones esenciales como el potasio

y el magnesio, asi como de metabolitos necesarios para la supervivencia celular.

5.2.8 MECANISMOS DE ACCION SOBRE PROTOZOARIOS PATOGENOS

La membrana plasmética de los promastigotes de Leishmania spp. posee
caracteristicas especificas, incluyendo la presencia de glicoconjugados especificos como el
lipofosfoglicano (LPG) y la glicoproteina de superficie gp63, que influyen en la interacciéon con
los AMP (Mendes et al., 2020). Las cruzioseptinas han demostrado la capacidad de superar

estas barreras moleculares, induciendo a los promastigotes a experimentar alteraciones
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morfoldgicas extremas, incluyendo la pérdida del flagelo, el cambio en la forma celular vy,
finalmente, la lisis celular (Mendes et al., 2020). Estas acciones muestran que la accion de los
péptidos no se limita a la disrupcién de la membrana plasmatica Unicamente y puede implicar
la interferencia con estructuras especializadas como el cinetoplasto y el aparato flagelar. En
Trypanosoma cruzi, la complejidad morfolégica del parésito afiade niveles adicionales de
especificidad a la accion de los AMP (Proafio-Bolafios et al., 2024). Los estadios
tripomastigotes, responsables de la transmision de huésped a huésped, presentan una
membrana ondulada y un flagelo que emerge de una invaginacion de la membrana plasmética
denominada saco flagelar. Se ha demostrado que los AMP son activos tanto contra los
estadios tripomastigotes como contra los amastigotes intracelulares, lo que sugiere
mecanismos de accion independientes de las disparidades morfolégicas entre estas etapas
del ciclo parasitario (Proafio-Bolafios et al., 2024).

La evidencia experimental muestra que los péptidos antimicrobianos inducen cambios
rapidos en la permeabilidad de la membrana del tripomastigote de Trypanosoma cruzi,
evidenciados por la entrada incontrolada de colorantes vitales y la liberacion de contenido
citoplasmético (Proafio-Bolafios et al., 2024). Ademas, estudios ultraestructurales revelan que
su accion no se limita a la membrana, sino que también provoca alteraciones en organulos
especializados como el cinetoplasto, un organulo mitocondrial que contiene el ADN del

parasito y es crucial para su supervivencia y replicacion (Mendes et al., 2020).

5.2.9 MECANISMO DE ACCION BASADO EN MEMBRANA

Segun Garcia-Olivares et al. (2019), el mecanismo de accion de los péptidos
antimicrobianos implica la interaccion electrostatica con la membrana celular de los
microorganismos, formando asi poros que causan lisis. Esta caracteristica, como sefialan
Martinez et al. (2021) y Ramirez et al. (2023), esta caracteristica les otorga ventajas frente a
antimicrobianos tradicionales, como es el caso de tener menos probabilidades de generar

resistencia.
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La primera interaccion de los AMP con los componentes de la membrana es un
proceso altamente selectivo basado en las variaciones de composicion entre células
procariotas y eucariotas. Los péptidos antimicrobianos operan mediante mecanismos fisicos,
gque incluyen interacciones electrostaticas e hidrofébicas con las estructuras lipidicas de la
membrana, permitiéndoles asi penetrar las membranas celulares y alterar su integridad
(Gordon et al., 2024). Esta diferencia en la manera en que actlan los péptidos se debe a que
las membranas de las bacterias tienen muchos fosfolipidos con carga negativa, como el
fosfatidilglicerol y la cardiolipina. En cambio, las membranas de las células eucariotas (como
las humanas) estdn hechas principalmente de fosfolipidos que tienen cargas positivas y
negativas que se equilibran, como la fosfatidiletanolamina, la fosfatidilcolina y la
esfingomielina, por lo que su carga total es neutra (Luong et al., 2020).

El complejo mecanismo de accion constituye una ventaja contra los patégenos
resistentes. Los AMP pueden interferir con las membranas microbianas de diversas maneras,
como lo es en el modelo de duelas de barril, que forma poros transmembrana; el modelo de
poros toroidales, que forma poros cooperativos péptido-lipido; y el modelo de alfombra, que
induce la lisis superficial (Sadeeq et al., 2025). Esta variedad de mecanismos contrasta
directamente con los antibiéticos tradicionales, que suelen dirigirse a dianas moleculares vy,
por lo tanto, facilitan el desarrollo de los correspondientes mecanismos de resistencia
especificos (Barrantes Jiménez, Chacon Jiménez, y Arias Andrés, 2022). Ademas, la
capacidad de los AMP para mantener su actividad contra diversos microorganismos es una
propiedad llamativa para el contexto clinico actual, mas aun al ser eficaces contra cepas
resistentes sin que se las mismas desarrollen farmacorresistencia. Gracias a este amplio
espectro, un solo farmaco puede actuar contra varios patdgenos al mismo tiempo, evitando
recurrir a terapias combinadas y disminuye los riesgos relacionados con el uso de multiples
medicamentos.

La menor capacidad al desarrollo de resistencia microbiana es quizas la ventaja mas
significativa de los AMP. Si bien la bibliografia, como lo detallan Arora et al. (2018), han

definido ciertos mecanismos de resistencia bacteriana, como la produccién de proteasas, la
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modificacion de la carga superficial celular, cambios en la fluidez de la membrana y la
activacion de bombas de eflujo, estos requieren modificaciones estructurales complejas y
metabdlicamente costosas para el microoorganismo. La membrana celular es una estructura
critica cuya alteracion repentina puede inviabilizar la célula y, por lo tanto, limitar las vias para
el desarrollo de resistencia. Esta caracteristica se asemeja mucho mas a la resistencia a los
antibidticos clasicos, donde una mutacion puntual puede ser suficiente para inducir una
resistencia absoluta al farmaco. Los mecanismos de accion dirigidos a la membrana
presentan el reto de que los microorganismos tengan que realizar varias adaptaciones
simultdneas para mantener la funcién celular mientras escapan a la accion del péptido, un
desafio evolutivo mucho mayor.

Ademas, el modo de accidn no litico de algunos AMP, al permitir la eliminacién de
células bacterianas sin desencadenar otros mecanismos de lisis, amplia alin méas su rango de
accion y reduce el riesgo de desarrollo de resistencia (Lin et al., 2024). Esta diversidad de
mecanismos respalda la posicién de los AMP como opciones terapéuticas clave ante la

pandemia actual de resistencia a los antimicrobianos.

5.3 ¢CUAL ES EL EFECTO CITOTOXICO DE LOS PEPTIDOS

ANTIMICROBIANOS?

La citotoxicidad de los péptidos antimicrobianos (AMPS) es un parametro critico para
evaluar su viabilidad terapéutica, ya que determina la ventana entre su eficacia antimicrobiana
y la toxicidad hacia las células del huésped. Esta citotoxicidad se fundamenta en la hipotesis
de selectividad diferencial, que explica cémo los AMPs pueden eliminar microorganismos
patégenos sin dafar significativamente las células eucariotas. Esta selectividad se debe
principalmente a las diferencias en la composicibn de las membranas celulares: las
bacterianas contienen una alta proporcion de fosfolipidos aniénicos como fosfatidilglicerol y
cardiolipina, mientras que las membranas de células mamiferas estan compuestas
principalmente por fosfolipidos zwitteridnicos, como fosfatidilcolina y esfingomielina, con carga

neta neutra (Luong et al., 2020). Estas diferencias bioquimicas permiten que los AMPs
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interactlen preferentemente con las membranas microbianas, lo que explica su eficacia y baja
toxicidad hacia las células del huésped.

Para cuantificar la seguridad de los AMPSs, se utiliza el indice terapéutico, que relaciona
la concentracién citotéxica (CCs,) en células de mamiferos con la concentracion minima
inhibitoria (CMI) contra microorganismos patégenos. Un indice terapéutico alto indica un
mayor margen de seguridad clinica. Estudios han demostrado que la optimizacién estructural
de los AMPs puede incrementar este indice significativamente (Han et al., 2021; Ghosh et al.,
2019).

Las propiedades estructurales y fisicoquimicas de los AMPs, como la hidrofobicidad y
la anfipaticidad, son esenciales para su accién antimicrobiana, pero también pueden aumentar
la citotoxicidad hacia células eucariotas (Aparicio-Blanco et al., 2025). Por ello, el disefio
terapéutico requiere un equilibrio delicado para maximizar la selectividad y minimizar efectos
adversos.

Investigaciones con péptidos derivados de anfibios ecuatorianos han mostrado
patrones de citotoxicidad diferencial favorables, donde ciertos péptidos como las
cruzioseptinas exhiben alta actividad antimicrobiana con baja toxicidad en células de
mamiferos (Cuesta et al., 2021; Moran-Marcillo et al., 2022). Ademas, la susceptibilidad a la
citotoxicidad varia entre tipos celulares, siendo algunas células mas vulnerables que otras
(Pappalardo et al., 2019).

La actividad hemolitica es otro parametro complementario para evaluar la citotoxicidad,
utilizando eritrocitos como modelo sencillo. Sin embargo, la hemdlisis no siempre correlaciona
con la toxicidad en otros tipos celulares, por lo que se requieren analisis complementarios
(Rességuier et al., 2020).

En base a los estudios de Proafio-Bolafios et al. (2019) en la Figura 5. se correlaciona
la actividad hemolitica de las Dermaseptinas SP2-SP5 y de la Filoseptina SP-1 sobre
eritrocitos a diferentes concentraciones de los cinco péptidos antimicrobianos, expresada
como porcentaje de hemolisis en comparacién con la lisis completa con Triton X-100. El

péptido méas toxico fue la Filoseptina SP-1, que causé una hemdlisis cercana al 100 % a
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concentraciones de 512 y 256 mg/L, y mantuvo una alta actividad hemolitica (~40 %) a 64
mg/L. Por otro lado, los péptidos dermaseptina fueron mucho menos hemoliticos: a 512 mg/L,
SP3 y SP4 presentaron una hemolisis del 45 % al 60 %, mientras que SP2, y especialmente
SP5, fueron considerablemente menos téxicos (menos del 30 %). A una concentracién de 64
mg/L o inferior, todos los péptidos similares a la dermaseptina causaron menos del 5 % de
hemodlisis, un perfil mas seguro que el de la filoseptina SP-1. En general, la dermaseptina SP-
2 es Optima entre los péptidos con baja toxicidad hemolitica y potencial actividad
antimicrobiana, lo que la hace ideal por su alto indice terapéutico (Cuesta et al., 2019).

En el caso de péptidos con actividad antiparasitaria, como los dirigidos
contra Trypanosoma cruzi y Leishmania mexicana, se ha observado una citotoxicidad minima
en células mamiferas, lo que es crucial para preservar la viabilidad celular huésped (Proafio-
Bolafios et al., 2024). Para minimizar la citotoxicidad sin comprometer la potencia
antimicrobiana, se emplean estrategias como la modificacién anfipatica, incorporacién de
aminoacidos D-enantioméricos, ciclizacion de péptidos y optimizacion de la carga neta, que
maximizan la selectividad hacia membranas microbianas (Yepez et al., 2022). Estos hallazgos
refuerzan el potencial terapéutico de los AMPs derivados de fuentes naturales, especialmente
de anfibios, y sientan las bases para el desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos con

perfiles de seguridad y eficacia mejorados.

5.3.1 MECANISMOS SUBYACENTES A LA CITOTOXICIDAD DIFERENCIAL

Los péptidos antimicrobianos provenientes de las secreciones cutaneas de los anfibios
presentan una citotoxicidad diferencial, un mecanismo extremadamente sofisticado para
combatir patdégenos, a la vez que preservan la integridad celular del organismo huésped. La
especificidad del efecto antimicrobiano se basa en las diferencias estructurales y
composicionales que distinguen las membranas celulares de los microbios patégenos de las
de las células eucariotas superiores (Proafio-Bolafios et al., 2024).

Los estudios de Proafio-Bolafios et al. (2024) y Mendes et al. (2020) realizados con

cruzioseptinas, en particular la CZS-4, demostraron que estas estos AMPS pueden exhibir
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una potente actividad antimicrobiana contra Escherichia coli y Staphylococcus aureus,
actividad leishmanicida contra Leishmania mexicana y actividad tripanocida contra
Trypanosoma cruzi, ademas de presentar baja citotoxicidad contra células de mamiferos. Esta
selectividad terapéutica se ha atribuido no solo a las diferencias en la composicion lipidica de
la membrana, sino también al potencial transmembrana y a la variacion estructural de la
arquitectura de la membrana celular.

El mecanismo de accién propuesto para estos péptidos implica el reconocimiento
inicial y la unién a la superficie celular, seguido de la insercién en la bicapa lipidica y el
establecimiento de poros o canales que alteran la permeabilidad selectiva de la membrana
(Rengifo-Lema et al., 2024). El proceso provoca la disipacién del gradiente electroquimico, el
desacoplamiento de la fosforilacién oxidativa y, finalmente, la muerte celular por colapso
energético. La naturaleza anfipatica de los farmacos peptidicos, en relacion con la
segregacion espacial de residuos hidrofobicos e hidrofilicos, les permite interactuar con las
interfaces lipidicas y reorganizarse estructuralmente al unirse a las estructuras de
permeabilizacion (Cuesta et al., 2019).

Un conocimiento profundo de estos procesos moleculares no solo dilucida los
mecanismos de la accién antimicrobiana selectiva, sino que también proporciona una base
racional para el disefio y la optimizaciébn de analogos peptidicos con mayor eficacia
terapéutica, una estrategia prometedora para el desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos

contra la amenaza emergente de la resistencia microbiana.

5.3.2 ANALISIS COMPARATIVO DE LA EFECTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE

PEPTIDOS ECUATORIANOS FRENTE A ESTUDIOS EXTRANJEROS

El andlisis sistematico de la actividad antimicrobiana de los péptidos descubiertos por
Proafio-Bolafios et al. (2024) como las cruzioseptinas, pictuseptinas y dermaseptinas
ecuatorianas, permite evaluar su competitividad en comparacion con estudios recientes de
Gao et al. (2020) y Liu et al. (2019) sobre filoseptinas, asi como Chen et al. (2021) sobre

dermaseptinas optimizadas. La comparacién de los valores de concentracibn minima
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inhibitoria (CMI) revela diferencias significativas en la actividad antimicrobiana entre los
péptidos ecuatorianos y aquellos estudiados en la Gltima década.

En cuanto a la actividad frente a Escherichia coli, la cruzioseptina-1 exhibe una CMI
de 3,77 uM, mientras que la cruzioseptina-4 presenta una CMI de 13,09 uM (Proafio-Bolafios
et al.,, 2024). La dermaseptina-SP2 muestra actividad con un valor de 2,68 yM (Proafio-
Bolarios et al., 2019), y la dermaseptina-AC de Agalychnis callidryas tiene una CMI entre 2 y
4 uM (Chen et al., 2021). Por otro lado, la filoseptina-PV1 presenta una actividad menor con
una CMI de 32 uM (Liu et al., 2020). La pictuseptina-1 tiene una CMI de 54,64 yM (Moran-
Marcillo et al., 2022). En esta comparacion, la cruzioseptina-1 y la dermaseptina-SP2 son
claramente mas potentes que la mayoria de filoseptinas frente a Escherichia coli.

Respecto a Staphylococcus aureus, la cruzioseptina-1 tiene una CMI de 3,77 uM y la
cruzioseptina-4 de 26,18 uM (Proafio-Bolafios et al., 2024). La dermaseptina-SP2 exhibe una
CMI de 2,68 uM (Proafio-Bolafios et al., 2019), y la dermaseptina-AC presenta una CMI de
aproximadamente 2 uM (Chen et al., 2021). La filoseptina-PV1 muestra valores entre 2 y 4
MM (Liu et al., 2020). La pictuseptina-1 también muestra selectividad y mejor eficacia contra S.
aureus que contra E. coli (Moran-Marcillo et al., 2022). En general, la filoseptina-PT2 es la
més potente frente a S. aureus con una CMI de 8 uM (equivalente a 16 mg/L contra Candida
albicans), seguida por dermaseptinas y cruzioseptinas.

En la actividad antifingica contra Candida albicans, la cruzioseptina-1 presenta una
CMl de 8,0 uM, mientras que la pictuseptina-1 es menos activa con 54,64 uM (Proafo-Bolafios
et al.,, 2024). La filoseptina-PV1 tiene una CMI de 8 uM (Liu et al., 2020), similar a la
cruzioseptina-1 y significativamente mas potente que la pictuseptina-1. La dermaseptina-AC
exhibe la mayor potencia antifungica con valores entre 2 y 4 yM (Chen et al., 2021). La
filoseptina-PHa muestra una actividad moderada con 32 pM, mientras que su analogo
filoseptina-PHa2 mejora esta actividad con 8 uM (Liu et al., 2019).

Finalmente, en la actividad antiprotozoaria, los péptidos ecuatorianos destacan frente

a Leishmania mexicana. La cruzioseptina-1 tiene un CI50 de 0,54 uM, la cruzioseptina-4 de
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0,09 uM, la cruzioseptina-16 de 6,46 uM, la dermaseptina-SP2 de 0,61 uM y la pictuseptina-1
de 0,10 uM (Proano-Bolafios et al., 2024). Estos valores reflejan una potencia notable,
especialmente para cruzioseptina-4 y pictuseptina-1 con valores submicromolares. Pinto et al.
(2013) reportaron actividad contra Trypanosoma cruzi con IC50 entre 0,25 y 0,68 pyM para
dermaseptinas 1y 4, comparables a los valores de cruzioseptina-1 (2,87 uyM), cruzioseptina-
4 (1,55 uM) y pictuseptina-1 (1,42 uM) contra tripomastigotes (Proafio-Bolafios et al., 2024).
La dermaseptina-4 requiere 0,25 uM para ser efectiva contra T. cruzi, mientras que la
filoseptina-7 necesita concentraciones diez veces mayores (10 uM) para actuar contra L.
infantum (Pinto et al., 2013). La temporina-A requiere entre 15 y 25 yM para actividad
contra Leishmania (Eggimann et al., 2015). Estas diferencias evidencian la alta eficacia
antiparasitaria de los péptidos ecuatorianos, posicionandolos por encima de otros péptidos
descritos en la literatura.

En base a estos datos, se procedi a realizar un grafico de barras (Figura 6) que exhibe
la comparacion de la actividad antimicrobiana de los péptidos frente a los microorganismos
evaluados. En el eje horizontal estan los microorganismos y en el vertical, la concentracion
minima inhibitoria (MIC del inglés) en micromolar (uM), usando una escala logaritmica. La
interpretacion es, mientras mas baja es la barra, mayor es la potencia del péptido, porque
necesita menos concentracion para inhibir el crecimiento. Las barras mas altas, en cambio,
indican menor eficacia. Cada péptido tiene un color distinto, lo que facilita su comparacion y
su actividad contra cada microorganismo.

Por consiguiente, también se realiz6 una tabla comparativa de los distintos AMP frente
a distintos patdgenos para representar la informacion descrita tabulada frente a una tabla

comparativa.

5.3.3 IMPLICACIONES PARA EL DESARROLLO FARMACEUTICO

Los péptidos antimicrobianos, a pesar de su efectividad, todavia presentan varios
problemas para ser usados como medicamentos, lo que limita su comercializacion. Zhang

(2024) indica que, hasta octubre de 2024, la Administracion de Alimentos y Medicamentos de
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los Estados Unidos (FDA) habia autorizado la comercializacion de menos de 30 péptidos
antimicrobianos, lo que refleja desafios en su desarrollo farmacéutico. Entre los pocos
ejemplos comercialmente viables se encuentra la nisina, una bacteriocina de Lactococcus
lactis aprobada por la FDA como conservante alimentario en mas de 80 paises y el Unico
péptido antimicrobiano aprobado por ley como bioconservante (Moretta et al., 2021). La nisina
también se esta explorando en ensayos clinicos para el tratamiento del carcinoma
escamocelular de la cavidad oral, lo que demuestra que la transicion de alimentos a farmacos
ha sido factible.

Un desafio presente es la degradacion proteolitica, que es el principal desafio técnico,
ya que los péptidos antimicrobianos son susceptibles a las enzimas que los degradan
rapidamente in vivo, lo que reduce significativamente su farmacocinética (el tiempo que el
farmaco permanece activo en el organismo y como se distribuye, degrada y elimina)
(Valarezo, 2022). Segun Zhang (2024) esta degradacion enzimatica limita significativamente
la eficacia terapéutica, lo que explica por qué el 70 % de los péptidos antimicrobianos
disponibles en el mercado son ciclicos. La ciclizacion es la forma de enlaces intramoleculares
que estabilizan la estructura del péptido, reduciendo la solvatacién (proceso el cual las
moléculas de disolvente rodean y estabilizan las particulas disueltas) (Valarezo, 2022) y
aumenta la permeabilidad de la membrana dando una mayor resistencia a la degradacion
proteolitica, lo que permite que estos péptidos sobrevivan mas tiempo en el organismo.

A esto se suma la complejidad de la formulacion farmacéutica. Chen et al. (2022)
describen que los péptidos antimicrobianos requieren excipientes Unicos, condiciones de
almacenamiento rigurosas y largos procedimientos de purificacion para mantener la
estabilidad y la actividad biol6gica, y el coste de la expresién recombinante es de 250 000 €
por gramo, mientras que la sintesis quimica es aun mayor (Zhang, 2024). Ademas, debe
utilizarse la administracion parenteral (por inyeccion intravenosa, intramuscular o subcutanea)
porque los péptidos antimicrobianos no pueden administrarse por via oral con ninguna
eficacia. Segun Deshayes et al. (2022), la biodisponibilidad oral de los péptidos suele ser

inferior al 1-2 % debido a que son degradados por enzimas gastrointestinales en el estomago
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y el intestino y tienen una permeabilidad muy baja a través de la mucosa intestinal. Esto resta
valor a las vias de administracion orales como pildoras o cdpsulas, requiriendo inyecciones
que son menos convenientes, mas dolorosas, costosas y requieren personal meédico

capacitado (Mahato et al., 2003).

54 ¢SOBRE QUE MICROORGANISMOS HAN SIDO PROBADOS Y

ESTUDIADOS?

La investigacion de péptidos antimicrobianos (AMP) procedentes de secrecion
cutaneas de anuros ecuatorianos ha demostrado un rango de actividad amplio contra una
diversa variedad de patdgenos con significacion clinica. Los estudios realizados por Proafio-
Bolafios y colaboradores (2016) han establecido la base sisteméatica para la valoracion de los
compuestos bioactivos, dirigida principalmente contra microorganismos de gran importancia

a nivel global como patégenos y enfermedades tropicales desconocidas.

5.4.1 PROTOZOARIOS

Los péptidos antimicrobianos han demostrado actividad positiva contra protozoos
causantes de enfermedades tropicales endémicas en el pais. Proafio-Bolafios et al. (2024)
evaluaron péptidos de Cruziohyla calcarifer, Agalychnis spurrelli y Boana picturata contra tres
especies de protozoos patdégenos de interés local. Trypanosoma cruzi, endémico del Ecuador
es causante de la enfermedad de Chagas, se evalud con la cepa Tulahuen, productora de §3-
galactosidasa, lo que permite una cuantificacion precisa de la viabilidad del parasito mediante
ensayos colorimétricos en células LLC-MK2 infectadas (Proafio-Bolafios et al., 2024). Los
resultados revelaron que varios péptidos de la familia cruzioseptina son extremadamente
tripanocidas, lo que presenta una opcion como agentes terapéuticos. Estos hallazgos
concuerdan con las investigaciones de Pinto et al. (2013) que demuestran la actividad
antiparasitaria de péptidos anfibios, como las dermaseptinas aisladas de Pithecopus
nordestinus contra T. cruzi, con una CI50 de entre 0,25y 0,68 uM.

El potencial leishmanicida de estos péptidos se evalué contra promastigotes de

Leishmania mexicana utilizando cultivos axénicos en medio de Schneider suplementados con
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suero fetal bovino. Mendes et al. (2020) informan que las cruzioseptinas exhiben una inhibicion
significativa del crecimiento parasitario, lo cual se determina mediante ensayos de reduccion
de MTT “Methyl Thiazolyl Tetrazolium”. Esta actividad es particularmente notable
considerando la aparicién de resistencia de Leishmania spp. a terapias convencionales como
los antimoniales pentavalentes y la anfotericina B (Torres-Guerrero et al., 2017), donde
urgente la necesidad de nuevos tratamientos contra la leishmaniasis cutdnea y visceral (Burza
et al., 2018).

También se utilizé Plasmodium falciparum, el parasito que causa la forma mas
peligrosa de malaria en humanos. Para los experimentos, se usaron dos tipos de clones: uno
sensible al medicamento cloroquina (NF54) y otro que es resistente a varios medicamentos
(TM90C2B). Las pruebas de fluorescencia SYBR Green | permitieron realizar pruebas de
susceptibilidad, a la vez que permitieron la cuantificacion in vitro del crecimiento parasitario
(Johnson et al., 2007), y algunos péptidos mostraron actividad antimalarica

independientemente del nivel de resistencia del parasito (Proafio-Bolafios et al., 2024).

5.4.2 BACTERIAS PATOGENAS

Los ensayos antibacterianos de péptidos ecuatorianos, incluyeron a los principales
grupos bacterianos. Se empleo la bacteria Gram negativa de referencia Escherichia coli ATCC
25922 para determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI). Los resultados indicaron que
los péptidos como cruzioseptina-4 y dermaseptina-2 exhiben una excelente actividad
bactericida, con CMI comparables a las de los antibiéticos convencionales (Cuesta et al.,
2021; Proafo-Bolafios et al., 2019). Estos hallazgos se contrastan con Mechkarska et al.,
(2010) donde CPF-B1l de Xenopus borealis presenté una CMI de 5 pM contra E. coli, y
brevinina-2MP de Microhyla pulchra exhibié actividad bactericida mediante permeabilizacion
de membrana contra esta bacteria gramnegativa (Tian et al., 2021). Por parte de
Staphylococcus aureus ATCC 29213, una bacteria grampositiva clinicamente relevante,
también se analiz6 sistematicamente. Rengifo-Lema et al. (2024) y Cuesta et al. (2021) por

medio de un modelado computacional y ensayos in vitro, confirmaron la actividad bactericida
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de la cruzioseptina-4 contra dicho patégeno, postulando mecanismos de accion basados en
la permeabilizacion de las membranas celulares bacterianas. Los mismos resultados se han
reportado en el extranjero, donde la filoseptina-PV1 de Phyllomedusa vaillantii mostré una alta
actividad contra S. aureus y SARM mediante permeabilizacion de membranas (Liu et al.
(2020)) y la brevinina-GR23 de Hylarana guentheri mostré actividad antimicrobiana y

antibiofilm contra S. aureus mediante mecanismos de tipo "alfombra" (Zhong et al., 2020).

5.4.3 HONGOS PATOGENOS

Las investigaciones realizadas en Ecuador sobre péptidos antimicrobianos, utilizé la
levadura oportunista Candida albicans ATCC 10231, de gran importancia clinica, para evaluar
la actividad antifingica. En base a Moran-Marcillo et al. (2022) mencionaron que las familias
de péptidos: pictuseptina y picturina, extraidas de Boana picturata, exhiben una inhibicion
significativa del crecimiento fungico. La concentracion minima inhibitoria (CMI) determind
demostré que la cruzioseptina-4 posee propiedades antifUngicas a concentraciones
relativamente bajas, ampliando asi el rango de aplicacién terapéutica de estos péptidos. Esto
también tiene sentido, como se reliza con estudios internacionales que han confirmado la
eficacia antifingica de péptidos anfibios y otros compuestos naturales. Por ejemplo, Gao et
al. (2020) describieron la actividad de la filoseptina-PV1 contra Candida albicans, y la
investigacion cientifica con aceites esenciales y extractos de plantas en Ecuador ya ha
demostrado la susceptibilidad de la cepa ATCC 10231 a diversos agentes antifungicos y la
eficacia del modelo utilizado (Reinoso et al., 2017; Cuasés Tetamuez, 2020). En conjunto,
estos hallazgos resaltan la promesa de los péptidos antimicrobianos ecuatorianos como

posibles alternativas para el tratamiento de infecciones flngicas oportunistas.

5.4.4 PERSPECTIVAS EVOLUTIVAS Y DIVERSIDAD ESTRUCTURAL

Los AMP de los anuros ecuatorianos son un modelo de evolucién convergente hacia
la defensa antimicrobiana, respaldado por Proafio-Bolafios et al. (2016, 2019, 2024) mediante
andlisis filogenéticos. La diversidad estructural entre las familias cruzioseptina, dermaseptina,

pictuseptina y picturina esté vinculada con una adaptacion a nichos ecoldgicos especificos y



37

fuerzas microbianas selectivas. La diversidad estructural también se correlaciona
directamente con el ancho del espectro antimicrobiano encontrado, y cada una de las familias
de péptidos tiene perfiles de actividad Unicos pero complementarios.

Proafio-Bolafios et al. (2019) demostraron que las secreciones cutdneas de péptidos
multiisoforma exhiben una cierta actividad antimicrobiana innata. Esta redundancia demuestra
que los anuros ecuatorianos han desarrollado un arsenal quimico polifilético para combatir la
diversidad de microorganismos patdgenos de su ambiente tropical. Los protocolos
experimentales establecidos por Valdivieso-Rivera et al. (2022) normalizaron la evaluacion de
los péptidos para poder alcanzar resultados reproducibles y comparar entre diferentes
especies de anuros.

Valdivieso-Rivera, Almeida y Proafio-Bolafios (2022) planean un procedimiento
experimental de clonacién de ADN y reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con el
objetivo proporcionar un esquema experimental simple y efectivo para la amplificaciéon y
clonacién de fragmentos génicos, comienza con la extraccion de ADN de muestras bioldgicas
utilizando métodos de lisis celular y precipitacion para la purificacion del material genético.
Luego se juzga la calidad y el tamafio del ADN en electroforesis en gel de agarosa mediante
tinciones que permiten la observacion en luz ultravioleta. Este proceso se esquematiza en la
Figura 7.

La bacteria Escherichia coli competente se convierte después a través de
transformacion bacteriana, se le inyecta un plasmido del gen de interés mediante choque
térmico. Las bacterias después se reclutan en medios antibiéticos, garantizando asi la
incorporacion exitosa del plasmido. Por Ultimo, se garantiza la expresién del gen inserto
mediante observacion de la fluorescencia con luz ultravioleta. La concentracion minima
inhibitoria (CMI) de péptidos sintéticos se cuantific6 segun el protocolo presentado por
Proafio-Bolafios et al. (2019). El protocolo describe sobre los péptidos antimicrobianos
disueltos en dimetilsulféxido (DMSO) y la prepararon varias diluciones, con el fin de obtener
diferentes concentraciones para las pruebas. Al mismo tiempo, las bacterias y levaduras

fueron cultivadas hasta alcanzar su fase de crecimiento activo y luego se ajustaron para
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obtener suspensiones estandarizadas. Una vez listas las suspensiones, se procedi6 a realizar
los ensayos en placas de 96 pocillos, donde se mezclaron pequefias cantidades de los
microorganismos con las diluciones de péptidos. Las pruebas se realizaron en varias réplicas
para garantizar resultados consistentes. Luego, las placas se incubaron y se midio el
crecimiento microbiano mediante espectrofotometria, que permite detectar cambios en la
turbidez del cultivo. Finalmente, se identificd la concentracion minima del péptido capaz de
inhibir al menos el 95 % del crecimiento de los microorganismos, lo que se reporté como la
concentracion minima inhibitoria (CMI), siguiendo el método descrito por Proafio-Bolafios y

colaboradores en 2019.

5.5 ¢, CUALES SON LOS MEJORES PEPTIDOS Y CUAL ES EL PASO DESPUES

DE TODOS ESTOS ESTUDIOS?

Una investigacion exhaustiva de los péptidos antimicrobianos de ranas ecuatorianas,
identificaron a la cruzioseptina-4 (CZS-4) como uno de los farmacos candidatos mas
prometedores. Este péptido se caracteriza por presentar una intensa actividad antimicrobiana
con concentraciones minimas inhibitorias (CMI) contra Escherichia coli y Staphylococcus
aureus de 13,09 uM y 26,18 uM, respectivamente, y por presentar una excelente actividad
antiparasitaria contra Leishmania mexicana con una concentracién inhibitoria promedio (CI150)
de 0,09 uyM. Todo esto se acompafa de una baja citotoxicidad en células eucariotas,
presentando un buen perfil de seguridad (Proafio-Bolafios et al.,, 2024). Ademas, la
cruzioseptina-1 (CZS-1) presenta un perfil equilibrado, con una actividad significativa contra
bacterias (CMI 3,77 uM), hongos como Candida albicans (CMI 8,0 uM) y parasitos (CI50 0,54
MM contra L. mexicana), siendo un péptido multifuncional con un amplio espectro
antimicrobiano (Proafio-Bolafios et al., 2024).

La dermaseptina-SP2 (DRS-SP2) también ha demostrado una potente actividad
antimicrobiana, con CMI de 2,68 uM contra S. aureus y E. coli, ademas de su alta actividad
antiparasitaria (CI50 de 0,61 pM contra L. mexicana). Su caracterizacion estructural ha

establecido propiedades fisicoquimicas que favorecen su interaccion con las membranas
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microbianas y parasitarias, lo que explica su eficacia bioldgica (Cuesta et al., 2019; Proafio-
Bolafos et al., 2024). Finalmente, la pictuseptina-1 (PTS-1), perteneciente a una nueva familia
identificada en Boana picturata, destaca por su potente selectividad antiparasitaria (CI150 de
0,10 uM contra L. mexicana) y moderada actividad antifungica (CMI de 54,64 uM contra C.
albicans), con grandes perspectivas para el tratamiento especifico de la leishmaniasis (Moran-
Marcillo et al., 2022; Proafio-Bolafios et al., 2024).

Estos experimentos in vitro, incluyen pruebas de citotoxicidad y eficacia, que se
complementan con ensayos preclinicos en modelos animales para validar la actividad
terapéutica y la seguridad en un sistema bioldégico multifacético. Es importante optimizar la
formulacion y la administracion, teniendo en cuenta que la via parenteral es la mas adecuada
para estos péptidos, ya que la administracion oral suele verse comprometida por la
degradaciéon enzimatica gastrointestinal, lo que reduce su biodisponibilidad (Muttenthaler et
al., 2021). Al mismo tiempo, se debe desarrollar la produccién biotecnoldgica a gran escala
utilizando sintesis quimica o expresion recombinante para la produccién reproducible y

econdmica de péptidos con alta actividad biolégica y pureza.
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6 CONCLUSIONES

1. Se identificaron cinco familias de péptidos antimicrobianos (cruzioseptinas,
pictuseptinas, picturinas, dermaseptinas y filoseptinas) en tres especies de ranas
ecuatorianas.

2. Estos péptidos demostraron eficacia contra bacterias grampositivas, gramnegativas,
hongos patégenos y pardsitos tropicales.

3. El mecanismo de acciébn de los AMP se da por la formacion de poros
transmembranales (modelo toroidal) y la interaccion con enzimas bacterianas, provocando
una lisis celular.

4. Presentan baja citotoxicidad y actividad hemolitica los péptidos nacionales, lo que
indica un perfil teéricamente seguro para su desarrollo en terapias antimicrobianas.

5. DRS-SP2 mostré una concentraciéon minima inhibitoria (CMI) de 2,68 uM contra E.
coliy S. aureus, sin toxicidad detectable.

6. La Dermaseptina-AC presentd una mayor potencia antifingica contra Candida
albicans (CMI entre 2 y 4 yM) y una eficacia comparable a DRS-SP2 contra E. coliy S.
aureus.

7. Cruzioseptina-1, filoseptina-PHa vy filoseptina-PV1 exhibieron igual actividad
antifingica contra Candida albicans con una CMI de 8 uM.

8. CZS-1 mostro selectividad superior frente a Candida albicans (CMI 8 uM), lo que indica
menor toxicidad hacia células del hospedero, aunque con menor potencia antifiingica que
dermaseptina-AC.

9. CZS-4 destaco por su potencia excepcional con un Cls, de 0,09 uM contra Leishmania
mexicana.

10. Los péptidos ecuatorianos son muy eficaces en su bioactividad, tan buenos que llegan

a ser mejores, incluso que otros péptidos antimicrobianos de comparacion.
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11. Los péptidos del Ecuador presentan una mayor selectividad y menor toxicidad en
comparacion con péptidos de estudios externos.

12. Los péptidos aisladores a partir de anuros del Ecuador presentan una eficacia
significativamente superior contra Leishmania mexicana en comparacion con péptidos
internacionales.

13. En conjunto, estos péptidos nacionales rednen simultaneamente alta potencia
antimicrobiana, un perfil de seguridad mejorado y una actividad antiparasitaria excelente y
caracteristicas que superan las limitaciones comunes de otros péptidos antimicrobianos

descritos globalmente.
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Figura 1. Fuentes de representacion gréafica de AMP en la base de datos de péptidos
antimicrobianos (dbAMP 2.0) en 2022 (2022).



58

Mapa de Enfermedades Vectoriales por provincia SE 01-20

E

L

L
pois

®

> 4

® Mapbox & OSM

Y

Enfermedades transmitidas
por vectores
Il A950-A959 Fiebre Amaril..

. Cha

- ‘«'. i
ZAMORA c'umcmlps ; B De""ﬁ
i ] J I.etshmhiasns

(
¢
4

© 2024 Mapbox © OpenStreetMap

Figura 2. Mapa de enfermedades vectoriales por provincia en Ecuador, semanas
epidemiolégicas 01 a 20 del afio 2024.

Fuente: Reproducida de Mapa de Enfermedades Vectoriales por provincia SE 01-20 (p. 3),
en Eventos de notificacion obligatoria por arbovirosis. Semana epidemioldgica 20, por
Ministerio de Salud Publica del Ecuador, 2024, https://www.salud.gob.ec/wp-
content/uploads/2024/06/EventosVectoriales-SE-20-.pdf. © Ministerio de Salud Publica del
Ecuador.
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Figura 3. Formacién de poros en vesiculas de lipidos inducida por el péptido magainina 2,
observada mediante microscopia electronica. Adaptado de Matsuzaki et al. (2009).
Translocation of an antimicrobial peptide, magainin 2, across lipid bilayers by forming a pore,
Biophysical ~ Journal, 97(5), p. 1389. https://doi.org/10.1016/j.bpj.2009.06.003
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Figura 4. Modelos de accion de AMPs sobre la membrana bacteriana: carpet, barrel-stave,
toroidal y aggregate. Modificado de Ramazi et al. (2022).
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Figura 5. Actividad hemolitica de las Dermaseptinas SP2—-SP5 y de la Filoseptina SP-1 sobre
eritrocitos a diferentes concentraciones. Tomada de Proafo-Bolafios et al. (2019),
Biomolecules, 9(11), 667. https://doi.org/10.3390/biom9110667
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Figura 6. Gréfico elaborado por el autor a partir de datos publicados por Proafio-Bolafios et
al. (2024), Chen et al. (2021), Liu et al. (2020) y Moran-Marcillo et al. (2022) de
concentraciones minimas inhibitorias (CMI) de diferentes péptidos antimicrobianos frente a
varios patégenos, expresadas en micromolar (UM) en escala logaritmica.
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Figura 7. Resumen de las sesiones experimentales de biologia molecular implementadas en
la Universidad Regional Amazénica Ikiam (Ecuador). Tomado de Moreno-Pérez, D. A,
Villacis, R. A., y Barragan, V. (2023). Teaching molecular biology and bioinformatics in
Ecuador's Amazon region. Biochemistry and Molecular Biology Education, 51(6), 478-483.
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9 ANEXOS

MIC uM (mg/L)

Synthetic Peptide. Sequence
S. aureus Oxacillin
E. coli ATCC S. aureus ATCC 5 K. pneumoniae ; Accession
25922 25023 Resistant ORSA S C) Cge G albicans Number
Strain 20)
Dermaseptin-SP2 ASWKVFLKNIGKAAGKAVLNSVTDMVNQ-NH2 268(8)* 2.68(8)* 2.68 (8) 10.71 (32) 10.71 (32) * MK532480
Dermaseptin-SP3 SLWSSIKDMAAAAGRAALNAVNGIVNP-NH2 47.50 (128) * 189.98 (512) * ND >189.98 (>512)  >189.98 (>512)* MK532481
Dermaseptin-SP4 SLWSSIKDMAAAAGRAALNAVNGILNP-NH2 47.25(128) * 189.00 (512) * ND 189.00 (512) >189.00 (>512) * MK532482
Dermaseptin-SP’5 SLRSSIKDMAAAAGRAALNAVNGIVNP-NH2 96.06 (256) * >192.12 (>512) * ND >189.00 (>512) 384.24 (1024) * MK532483
Dermaseptin-B4 ALWKDILKNVGKAAGKAVLNTVTDMVNQ-NH2 5.00* 3.00* ND ND ND P81486
Dermaseptin-S1  ALWKTMLKKLGTMALHAGKAALGAAADTISQGTQ 46.00 ** 60.00 ** ND ND ND AJ564794.1
Phyloseptin-SP1 FLSLIPHVISAIPHVVNALSNL-NH2 >217.69 (>512)  >217.69 (>512) ND >189.00 (>512) >217.69 (>512) MK532479
Phyloseptin-S1 FLSLIPHIVSGVASIAKHFG 70.00 *** 6.25 % ND ND ND AMY903077.1
Ampicillin 6.0 ¥+ (0.1 **ee
Dermaseptin-SP2 ASWKVFLKNIGKAAGKAVLNSVTDMVNQ-NH2 2.68(8)* 268 (8)* 2.68 (8) 10.71 (32) 10.71 (32) * MK532480

ND = not determined, * Cuesta et al., 2019 (41), ** Charpantier, et al., 1998 (39), *** Raja et al., 2013 (40), **** Reimer et al., 1981 (42).

Tabla 1. Contenido secundario y conformacion de los péptidos identificados en secreciones
cutaneas de Agalychnis spurrelli.

Nota. Reproducida de Unravelling the Skin Secretion Peptides of the Gliding Leaf Frog,
Agalychnis spurrelli (Hylidae), por ProafioBolafios, C., BlascoZuliiga, A., Almeida, J. R.,
Wang, L., Llumiquinga, M. A., Rivera, M., Zhou, M., Chen, T., y Shaw, C., 2019,
Biomolecules, 9(11), articulo 667. https://doi.org/10.3390/biom9110667. © 2019 autor(es),
distribuido bajo licencia CC BY 4.0

E.coli S.aureus
Familia Péptido Especiede  Propiedades ATCC ATCC
Peptidica P Origen Estructurales 25922 25923
MIC (uM)  MIC (puM)

C.
albicans K Actividad
ATCC pneumoniae Antiparasitaria Referencia
0231 MIC (uM) ICso (M)
MIC (pM)

L. mex: 0.54
T. cruzi: 2.87 Proafio-Bolafios et al., 2016/2024
P. falc: 16.76

L. mex: 0.09
23aa +3.22 13.09 26.18 52.36 T. cruzi: 1.55 | <9.1%@MIC Proario-Bolafios et al., 2024
P. falc: 4.87

L. mex: 6.46
23aa +3.11 27.5 275 55.1 T. cruzi- 18.70 6.3-9.7% Cuesta et al., 2021/Proano-Bolanos et al., 2024
P. falc: 34.41
crUZiDseMinas s : » ] R
ZBaa +4.00 2.68 2.68 1071 10.71 ﬁ;‘;ﬁﬂg:g No hemolitico
e we 4750 | 18998  >18998 | 189.98 A
o . e e T e e
me we 9606 | »18212 | 424 | »189.00 N
™ " e e e sl -

L. mex: 0.10
22aa  +3.00 6.83 27.32 54.64 T. cruzi: 1.42 1.7% Morén-Marcillo et al., 2022/Proafio-Bolafios et al., 2024
P. falc: 24.87
Pictusepﬁ“as e Bu o
Pletiseptnes e ' o

Cruzioseptinas €Zs-1 pg/mL

Cruzioseptinas CZs-4

Cruzioseptinas  CZS-16

Dermaseptinas DRS-SP2

Dermaseptinas DRS-SP3

Dermaseptinas DRS-SP4

Dermaseptinas  DRS-SP5

Phylloseptinas  PLS-SP1

Pictuseptinas PTS-1

Picturinas TR msw om 208 | 1983 | 51983
Picturinas PTR-2 25aa +3.00 48.95 >195.8 >195.8 1.4%
Picturinas PTR-3

s o e e -

Tabla 2. comparativa entre familia de péptidos y actividad antimicrobiana frente a distintos
microrganismos. Nota: tabla elaborada con base en datos de investigaciones de Liu et al.,
(2019): (2020), Zhou et al., (2016), Wang et al., (2021), Pinto et al., (2013) y Eggimann et al.,
(2015).



Especie /

Péptido Origen

Phylloseptin-
PV1

Phylloseptin- Phyliomedusa
PHa hypochonarialis
Phyll
PHa1
Phylloseptin-

Phylloseptin-
PT

Phylloseptin-
PT1
Phylloseptin-
PT2
Dermaseptina-

Dermaseptina-1

Dermaseptina-4

Phylloseptin-7

Temporina-A Rana temporaria

20 aa

20 aa

20 aa

20aa

28 aa

nid

nid

nid

13aa

Propiedades
Estructurales

43

+4

+5

+3

+4

45

+5

+3

Actividad Antiparasitaria - ICso

Actividad Antimicrobiana - MIC (uM) (uM)

s
mexicana T P
f

E. coli 3 e
cruzi falciparum

=2 € MRSA
aureus albicans /L.
infantum

8-16 8 8
4 2 2 2
2 1 1 1
Inactivo 32 16
4 8 4
1 0.5 8-16
24 2-4 24
0.25
0.68
10
Inactivo 8-16 15-25%*
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Toxicidad

Referencia
CCso
Células
(uM)

Hemolisis
HCso (M)

Liu et al., 2020

Liuet al., 2019
Liuet al., 2019

Liu et al., 2019

Zhou et al., 2016

Zhou et al., 2016

Zhou et al., 2016

Wang et al., 2021

Pinto et al., 2013
Pinto et al., 2013

Eggimann et al., 2015

Tabla 3. comparativa entre familias de péptidos y actividad antimicrobiana frente a distintos
microorganismos. Nota: Tabla elaborada con base en datos de investigaciones de Carolina
Proafio-Bolafios: cruzioseptinas (Proafio-Bolafios et al., 2016; 2024), dermaseptinas (Proafio-
Bolafios et al., 2019), pictuseptinas y picturinas (Moran-Marcillo et al., 2022), cruzioseptinas
adicionales (Cuesta et al., 2021).
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