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Resumen

El aumento de microorganismos patdégenos resistentes a los antibidticos
convencionales requiere acciones globales urgentes, incluido el desarrollo de
nuevas terapias. Los péptidos de defensa del hospedero (HDP) representan
alternativas potenciales en el tratamiento de infecciones multidrogo-resistentes
(MDR). Los HDPs se estudiaron originalmente por sus actividades
antimicrobianas directas contra bacterias infecciosas (Gram-positivas, Gram-
negativas), virus y hongos. Ademas de estos efectos, también demuestran
actividades inmunomoduladoras multifacéticas, que incluyen propiedades anti-
inflamatorias selectivas, asi como actividades de curacion de heridas en modelos
animales. Estas propiedades biolégicas muestran un potencial en la aplicaciéon
clinica mas alla del tratamiento de infecciones resistentes a los antibidticos. Las
oxysterlinas 1, 2 y 3 son HDPs cationicos identificados a partir del transcriptoma
del escarabajo copréfago Oxysternon conspicillatum. Sin embargo, no se
conocen sus actividades y posibles aplicaciones bioldgicas. Por lo tanto, en este
trabajo, propusimos caracterizar y evaluar las oxysterlinas 1, 2 y 3 sobre la
actividad antimicrobiana, citotoxica, en el cierre de heridas in vitro y en la
produccion de TNFa en Células Mononucleares de Sangre Periférica (PBMCs)
estimuladas con LPS. La actividad antimicrobiana se midié por microdilucion en
placa, y adicionalmente en condiciones de suero; asi como, curvas tiempo-
muerte para los tres péptidos. La actividad citotoxica se realizé mediante el
método de microdilucion en placa; la actividad en el cierre de heridas in vitro, se
evalué mediante un ensayo de curacion de heridas por rasguiio y el efecto sobre

la produccién de TNFa, se midié en PBMCs inducidas por LPS, ademas de
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identificar determinantes de la estabilidad en suero y actividad antimicrobiana de

analogos sintéticos derivados.

Este trabajo se dividié en tres fases. La fase 1, en donde se pudo caracterizar
por bioinformatica que estos HDPs muestran un péptido senal altamente
conservado y un péptido maduro anfipatico con una carga positiva (cationica) (pl:
10,23-11,49) y una relacion hidrofébica (OH: 35-41). Las tres oxysterlinas tienen
una estructura terciaria predicha de a-hélices confirmada por dicroismo circular.
También se clasificaron como nuevos miembros de la familia de las cecropinas
de insectos. Tienen actividad antimicrobiana predominante contra bacterias
Gram negativas, incluidas cepas resistentes a multiples farmacos (MIC: 3,12-50
Mg / mL). Estos HDPs tienen baja toxicidad contra los eritrocitos humanos (62,5—
500 pg/mL), células Vero (250-500 ug/mL) y PBMCs (250-500 pg/mL). Ademas,
inhiben la produccién de TNFa en PBMCs estimuladas con LPS (6,25 ug/mL).
La oxysterlina 1 (0,625 pg/mL) y 3 (0,312 pg/mL) inducen el cierre de heridas in
vitro. A partir de estos resultados, se propuso una segunda fase midiendo su
cinética antimicrobiana, en una curva tiempo-muerte, que mostré actividad
bactericida dependiente de la concentracién. Sin embargo, la actividad
antimicrobiana de las oxysterlinas 1 y 3 se vio afectada por las condiciones del
suero. Se pudo inferir que la oxysterlina 3 posiblemente interactua directamente
con LPS, a través de un ensayo con diferentes momentos de interaccion del
péptido, las PBMCs, y el LPS, lo que podria explicar la inhibicion de la produccién
de TNFa en PBMCs estimuladas con LPS. De acuerdo con la relacion
estructura/actividad, se disefo el péptido [His18Jox1NH2. En la ultima fase de

este trabajo: el péptido modificado [His18]ox1NH2 fue activo contra E. coli ATCC
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25922, sin embargo, evidenciamos su degradacion por suero humano despueés
de 5 minutos de incubacién identificando las fracciones principales, producto de
su escision. La fraccidn 2 se sintetizé y conservo su actividad antimicrobiana. Por
lo tanto, la region amino-terminal de las oxysterlinas se identific6 como un
determinante para la actividad antibacteriana. En conclusion, las oxysterlinas 1,
2 y 3 hacen parte de la familia de las cecropinas, con MICs desde 3,12 a 50
pg/mL con actividad principalmente contra bacterias Gram negativas, la
oxysterlinas 3 posiblemente interactué con el lipopolisacarido y de esta forma
module la expresion de la citoquina TNF alfa y la regién amino terminal
correspondiente a la secuencia FR2 (KRWRKFEKRVKKIFEHTKEA) es un

determinante de la actividad de las oxysterlinas.



N N .
’ ’ g T Unlver§|dad
u Universidad Tecnolégica del Tolima v
de Pereira

UNIVERSIDAD
DEL QUINDIO

Abstract

The continuous increase of pathogenic microorganisms resistant to conventional
antibiotics requires urgent global actions, including the development of new
therapeutics. The Host Defense Peptides (HDPs) represent potential alternatives
in the treatment of multidrug-resistant (MDR) infections. Cationic host defense
(antimicrobial) peptides were originally studied for their direct antimicrobial
activities against infectious bacteria (Gram-positive and Gram-negative), viruses,
and fungi. In addition to these effects, they also demonstrate multifaceted
immunomodulatory activities, including profound anti-infective and selective anti-
inflammatory properties, as well as adjuvant and wound-healing activities in
animal models. These biological properties show a clinical application potential
beyond the treatment of antibiotic-resistant infections. Oxysterlins 1, 2, and 3 are
putative cationic antimicrobial peptides identified from the transcriptome of the
Oxysternon conspicillatum dung beetle. Therefore, in this work, we proposed
initially to evaluate the Oxysterlins 1, 2, and 3 over the antimicrobial, cytotoxic,
and in vitro wound healing activity; as well as the effect on the TNFa production
of LPS stimulated PBMCs. Antimicrobial and cytotoxic activities were performed
by plate microdilution method, in vitro wound healing activity was evaluated by
scratch wound-healing assay and the effect on the TNFa production was
measured on PBMCs induced by LPS. The antimicrobial activity also was
measured in serum conditions and the time-killer curves were realized were

performed the three peptides.
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This work was divided into three phases. Phase 1: These HDP display a highly
conserved signal peptide and a mature peptide, characterized by an overall
positive charge (cationic) (pl: 10.23-11.49), a hydrophobic ratio (®H: 35-41), and
amphipathicity. Oxysterlins 1, 2, and 3 have a linear a-helix structure using
structure bioinformatics prediction and circular dichroism. Oxysterlins were
classified as part new members of the insect cecropin family. They have
predominant antimicrobial activity against Gram-negative bacteria, including
multidrug-resistant strains (3.12-50 pg/mL) measured by plate microdilution.
Furthermore, these HDP have low toxicity against human erythrocytes (62.5-500
pug/mL), Vero (250-500 ug/mL), and PBMCs (250-500 pg/mL). Oxysterlin 1, 2,
and 3 (6.25 pg/mL) inhibit the TNFa production in PBMCs stimulated with LPS.
Oxysterlin 1 (0.625 pyg/mL) and 3 (0.312 pg/mL) induce in vitro wound closure.
From these results, a second phase was proposed by measuring their kinetics,
in a time-killing curve, which showed concentration-dependent bactericidal
activity. Nevertheless, the antimicrobial activity of oxysterlins 1 and 3 was
affected by serum conditions. The oxysterlin 3 possibly interacts directly with
LPS, which explains the inhibition of TNFa production in PBMCs stimulated with
LPS. According to the activity/structure relationship, a [His18]Ox1NH2 peptide
was designed. In the last phase of this work, the modified peptide [His18]Ox1NH2
was active against E. coli ATCC 25922, however, we evidentiated its degradation
by human serum after 5 minutes of incubation identifying the main fractions,
product of their cleavage. The fraction 2 was synthesized and conserved their
antimicrobial activity. Therefore, the N-terminal region of the oxysterlins was

identified as a determinant for the antibacterial activity.
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1. Introduccion

La crisis de salud publica causada por la antibiotico resistencia (ABR) como la
resistencia a las cefalosporinas de tercera generacion, esta superando
rapidamente el desarrollo de tratamientos alternativos e influye en el aumento de
enfermedades causadas por microorganismos como E. coli portador de
betalactamasa de espectro extendido (ESBL) y resistente a las fluoroquinolonas;
este fendbmeno, afecta entre el 0,18 y 1,3% de la poblacién adulta mayor [1]. Asi
mismo, las infecciones por Klebsiella pneumoniae resistente incrementan la
mortalidad [2]. Estas infecciones causadas por bacterias resistentes generan
750.000 muertes al ano a nivel mundial [3—6]. Por lo tanto, si no se instauran
medidas de accion directas para prevenir, mitigar y contrarrestar el desarrollo de
las bacterias multidrogo-resistentes, el numero de muertes anuales por esta
causa, podria alcanzar los 10 millones para 2050 [7]. Por lo que la busqueda de
nuevas moléculas con actividad antimicrobiana es urgente, y constituye uno de

los desafios de la humanidad en el presente milenio.

La investigacion en el desarrollo de nuevos antimicrobianos hace parte de las
acciones para abordar este fenomeno global [7]. Los péptidos antimicrobianos
(AMP) o péptidos de defensa del hospedero (HDPs) son una opcion atractiva
para desarrollar nuevos compuestos, debido a sus diversos mecanismo de
accion antimicrobiana, actividad en multiples fases de la inmunidad del
hospedero y la poca capacidad de las bacterias para generar resistencia contra

ellos [8]. Los HDPs son moléculas del sistema inmune innato que actuan como
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primera linea de defensa contra las infecciones patdgenas y se ha encontrado
que son producidas por un amplio rango de especies, desde bacterias hasta
mamiferos [9-11]. Estos péptidos desempefian un papel esencial en los
insectos, los cuales basan su defensa solo en la respuesta inmune innata [12].
Estas moléculas se han estudiado intensamente, no solo por su papel fisiologico
en la inmunidad de los insectos, sino también como posibles alternativas para
hacer frente a la resistencia bacteriana a los antibidticos convencionales [12—-14].
Se les ha reportado efectividad contra bacterias (Gram-negativas, Gram-
positivas e incluso cepas farmacorresistentes) [15—17], hongos (levaduras y
filamentosos) [18,19], parasitos [20], algunos casos contra virus [21] e incluso,
actividad anticancerigena [22,23]. Ademas, se han identificado actividades
inmunomoduladoras multifacéticas, incluidas profundas propiedades anti-
infecciosas y anti-inflamatorias selectivas [24—26], asi como actividades en la
curacion de heridas, tanto in vitro como en modelos animales [26—28]. Estas
propiedades biolégicas sugieren que los HDPs de insectos y sus derivados
sintéticos poseen un potencial clinico mas alla del tratamiento de las infecciones
resistentes a los antibiéticos [8]. El desarrollo de fendmenos de resistencia por
parte de las bacterias contra estos péptidos a corto plazo parece poco probable,
sin embargo, se requiere mayor investigacion [15,29].

Los insectos representan una fuente importante de HDPs ya que son la mas
grande y diversa clase de animales sobre la tierra, comprenden el 50% de todas
las especies de animales conocidas, a partir de los cuales se han caracterizado
310 HDPs de los 3160 reportados en la base de datos APD (APD;

http://aps.unmc.edu/AP) [30]. Los HDPs de insectos pueden ser clasificados de

acuerdo a su estructura y secuencia basica en tres grupos: 1) péptidos a-hélice,
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los cuales carecen de residuos de cisteina (ej: cecropinas y moricinas); 2)
péptidos ricos en cisteina con laminas beta (ej: defensinas y drosomicinas); y 3)
péptidos lineales extendidos, a menudo caracterizados por una proporcion alta
de aminoacidos (aa), como prolina, arginina, triptéfano, glicina e histidina, a este
grupo pertenecen los péptidos ricos en prolina (ej: Apidaecinas, Drosomicinas y

Lebocinas) y péptidos ricos en glicina (ej: Atacinas y Glovericinas) [12].

Dentro de este trabajo nos centramos en la familia de las cecropinas, que
conforman una de las familias mas abundantes de péptidos a-hélice en insectos.
Dentro del orden coledptera, se han descrito y caracterizado 19 HDPs a partir de
13 especies de escarabajos coprofagos (Scarabeideae) (tabla 1), principalmente
coleoptericinas y defensinas. Sin embargo, hasta la fecha solo hay 3 especies
de coleoptera (Acalolepta luxuriosa, Paederus dermatitis y Oxysternon

conspicillatum (O. conspicillatum)) con cecropinas descritas [12].

Tabla 1. Péptidos de defensa del hospedero descritos para el orden coledptera.

Nombre del Especie del Tipo de actividad IC50 Familia de/ los Referencia
péptido escarabajo péptido
1 Péptido etandlico | Zophobas Anticancerigena 0,8 mg/mly 0,3 Desconocida [31]
e isopropanolico atratus mg/ml
respectivamente
2 CopA3 Copris Antibacteriana e 4-8 pug/mL (MIC - E. | Defensina [32]
tripartitus inductor de coli, S. aureus)
apoptosis 50 - 100 pg/mL
(dosis -
dependiente)
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3 Tenecin1,3y4 Tenebrio Antibacteriana, anti, | 6,25y >100 pg/mL Defensina [33,34]
molitor antifingico y (MIC-S. aureus y E.
antibacteriano coli)
4 Acaloleptina A1, Acalolepta Antibacterianas 12,76 - 13,75y Coleoptericina [35,36]
A2y A3 Luxuriosa 11,75 pg/mL (E. y cecropina
coli)y 1 yg/mL (E.
coli K12 W3110).
5 Defensina de A. Dichotomous Antibacteriana 20 pg/mL (MRSA) Defensina [37]
dichotoma dichotoma
6 Péptido/proteina Onthophagus | Antibacteriana 1000 pg/mL (E. Desconocido [38]
antimicrobiana taurus coli)
7 Defensina 1 Tribolium Antibacteriana 0,5 pg/mL(S. Defensina [39,40]
castaneum aureus)
(flour beetle)
8 Col6 Harmonia Antibacteriana 64 pg/mL (E. coli) Coleoptericina [41]
Axyridis
9 Defensina y Allomyrina Antibacteriana y 31,9y 32 ug/mL Defensina y [37,42]
coleoptericina Ay | dichotoma Antiinflamatoria coleoptericinas
B 200 pg/mL
10 Clit-Def Calomera Antibacteriana Prediccion Defensina [43]
Littoralis bioinformatica
1 Protainas 2 Protaetia Antibacteriana 11,12 - 4,52 yg/mL | Coleoptericina [44]
brevitarsis (E. coli - S. aureus).
12 Holotricina Holotrichia Antifungica Desconocido Desconocido [45]
diomphalia
13 Sarcotoxin Pd Paederus Antibacteriana 6,12 pg/mL Cecropina [46]

dermatitis
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Las cecropinas forman una de las familias mas abundante de HDPs lineales a-
helicoidales en insectos [13] y han mostrado una potente actividad
antimicrobiana contra varios patdégenos humanos de interés en salud, en
bacterias Gram-negativas (Escherichia coli) y Gram positivas (Staphylococcus
aureus o S. epidermidis) [47,48], cabe resaltar que esta actividad se ha reportado
principalmente frente a bacterias Gram negativas incluidas cepas bacterianas
MDR [49]. También pueden presentar una baja toxicidad contra células de
mamiferos [24,50] y actividad anti-inflamatoria [48,51]. El uso de estos péptidos
cationicos (cecropinas) en la clinica se ha visto obstaculizada por la inestabilidad
estructural, la degradacion proteolitica, la toxicidad in vivo [55] y los altos costos
de produccién a gran escala [56]. Los altos costos de produccién de familias de
HDPs con secuencias muy largas comparado con las pequefias estructuras de
los antibidticos, también ha sido una limitante de la traslacion de los péptidos en
general al uso clinico [14]. Las cecropinas y sus analogos presentan ventajas
con respecto a las demas familias de péptidos ya que generalmente tienen un
bajo peso molecular (<4 KDa) y una estructura a-hélice, por lo que la sintesis

guimica es una opcion viable para su produccion [56].

Dentro de los unicos tres coledpteros con cecropinas descritas esta el escarabajo
coprofago del neotrépico Oxysternon conspicillatum, el cual a nivel ecologico, es
indicador biolégico de perturbacién antrépica [52], en su ciclo de vida, desde su
estadio larval hasta el individuo adulto se alimenta de hongos, materia organica
en descomposicion y otros materiales organicos que se encuentren en las bolas
de heces [53]. Estos escarabajos se han adaptado a estar constantemente

expuestos a una gran cantidad y variedad de microorganismos y por lo tanto, en
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un trabajo previo a este se realiz6 el secuenciamiento del transcriptoma completo
a partir del ARN total extraido del cuerpo graso de una hembra adulta de O.
conspicillatum, 16 horas después de ser inyectada con bacterias Gram-negativas
fijadas en formalina al 10% [54], alli pudimos identificar 14 secuencias de HDPs
pertenecientes a las familias de péptidos Defensinas, Attacinas, Coleoptericinas
y Cecropinas (datos no publicados). A partir de esta identificacion, tres péptidos
de la familia de las cecropinas fueron seleccionadas para el desarrollo de este
proyecto de investigacion; bajo la hipdtesis de que estos péptidos podrian tener
actividad antimicrobiana, ademas de su facilidad y menor costo para la obtencién
de los mismos por sintesis quimica, y por lo que nos cuestionamos: ;Cual es el

potencial terapéutico y determinantes de la actividad de las oxysterlinas 1,2y 37
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2. Objetivos

2. 1. Objetivo general

Evaluar la actividad antimicrobiana, el efecto en la expresion de TNFa inducido

por LPS, y la cicatrizacion in vitro de las oxysterlinas 1, 2 y 3 e identificar los

determinantes tanto de la estabilidad en suero, como de la actividad

antimicrobiana de analogos sintéticos derivados.

2. 2, Objetivos especificos

1.

Evaluar la actividad antimicrobiana y citotdxica in vitro de las

oxysterlinas 1, 2y 3.

Evaluar el efecto en la modulacion de la expresion de TNFa y en el

cierre de heridas in vitro de las oxysterlinas 1, 2y 3.

Determinar la estabilidad en suero humano de un péptido

modificado a partir de la oxysterlina 1y 3.

Identificar posibles determinantes de la actividad antimicrobiana de

la oxysterlina 1y 3.

Disenar, sintetizar y evaluar la actividad antimicrobiana in vitro de

los analogos a oxysterlinas 1y 3.
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3. Materiales y métodos

La metodologia se dividio en tres fases asi (figura 1): Fase 1: Caracterizacion
fisicoquimica, estructural y evaluacion preliminar de la actividad antimicrobiana,
citotoxica, en la produccion de TNFa en PBMCs y en el cierre de heridas in vitro.
Fase 2: Se profundizé en la actividad antimicrobiana realizando curvas tiempo-
muerte y actividad antimicrobiana en condiciones de suero, se analizo la relacidn
estructura/actividad y se profundizé en el efecto sobre la modulacion de la
expresion de TNFa de la oxysterlina 3, el cual se seleccioné de acuerdo al perfil
de actividades evaluadas en la fase 1. Con estos resultados, se realizo el disefio
y produccion del péptido modificado [His18]Ox1NH2. Fase 3: Con el péptido
modificado se evalud la actividad antimicrobiana y su estabilidad en suero
humano identificando las fracciones producto de la degradacion por las
proteasas del suero con su posterior sintesis quimica y evaluacidn

antimicrobiana frente a E. coli ATCC 25922.

|

.n
o
m

1 FASE 2 FASE 3
Caracterizacion Curva tiempo Estabilidad suero
fisicoquimica muerte humano

Sintesis Antibacteriano + Disefio Sintesis de
suero humano Modificado fracciones
Actividad
antimicrobiana \

Actividad
Estructura / antimicrobiana

Actividad

Actividad
citotoxica

Estructura /
Actividad

TNF-a
PBMCs+LPS

PBMCs+LPS

Tiempos de
adicion
\  Oxysterlinas1,2y3 \ Oxysterlinas 1y 3 / \ [His18]OX1NH2 J

Figura 1. Esquema general de la metodologia. El desarrollo de este trabajo se planted en tres

Cicatrizacion in
vitro

A

fases principales que involucran los objetivos del trabajo de forma transversal.
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3.1.Fase 1

3. 1. 1. Caracterizacion fisicoquimica, estructural in silico.

Se realiz6 un analisis in silico de las secuencias de los péptidos (oxysterlinas 1,
2 y 3). ElI péptido sefial se identific6 usando SIGNALP [55]
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), las caracteristicas fisicoquimicas
como peso molecular, punto isoeléctrico, numero de aminoacidos, momento
hidrofébico fueron predichas con PROTPARAM [56] (http://web.expasy.org/
protparam/) y bioedit [57]. El angulo hidrofébico fue calculado a partir del
diagrama de rueda helicoidal realizado con Heliquest

(https://heliquest.ipmc.cnrs.fr/) [58]. La estructura secundaria fue predicha con

PSIPRED [59] (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) y JPRED (http://www.
compbio.dundee.ac.uk/www-jpred/) y el modelamiento de la estructura terciaria

fue realizado por RaptorX [62] y visualizado en CHIMERA [60].

El espectro de DC fue realizado para estimar el porcentaje de contenido de a-
hélice y estabilidad de las secuencias. Los péptidos se prepararon en solucién
acuosa de alcohol trifluoroetilico (TFE) al 30% a una concentracion de péptido

de 100 pM.

El espectro de dicroismo circular fue medido en una celda de cuarzo en un
espectrofotometro termostato Jasco J-810 [61]. El espectro de dicroismo circular
resulté de un porcentaje de cuatro escaneres obtenido por datos colectados en

intervalos de 0,1 nm desde 190 a 260 nm a temperatura ambiente.
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3. 1. 2. Sintesis quimica de los péptidos.

Los péptidos fueron sintetizados de forma carboxiamida C-terminal utilizando el
sintetizador prelude peptide synthesizer (Protein Technologies) a una escala de
0,1 mmol con la resina Fmoc-Rink-amide ChemMatrix, utilizando DIEA (N, N-
Diisopropiletilamina) y/o DIC (N, N'-Diisopropylcarbodiimide) para la fase de
acoplamiento y DMF (N,N-Dimethylformamide) como disolvente. Para eliminar el
Fmoc se utilizé piperidina al 20%. Después del ensamblaje del péptido la
desproteccion 'y la escision completa se realizd con acido
trifluoroacético/agua/Triisopropilsilano (TFA/H2O/TIS) (95: 2,5: 2,5 v/v, 90 min a
temperatura ambiente). La precipitacion de los péptidos se hizo con dietil éter

enfriado y después fueron liofilizados.

Todos los péptidos fueron diluidos en agua tipo 1 y se tomo una alicuota de 20
pL para analizarlos por RP-HPLC (del inglés Reverse Phase - High pressure
liquid chromatography) en una Columna preparativa Luna C18 (2) 100A (250 mm
x 21.2 mm, 10 ym; H17-218793) y LC - MS (Liquid chromatography - Mass
spectrometry) usando el equipo LC - MS 2010EV (Shimadzu) equipado con una
columna XBridge C18 (4,6 mm x 150 mm, 3,5 ym, Waters, Cerdanyola del

Vallés, Espafia).

3. 1. 3. Evaluacién de la actividad antibacteriana de los péptidos

Las bacterias utilizadas fueron Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli
(ESBL) (aislamiento clinico), Klebsiella pneumoniae ATCC BAA 1705,
Pseudomona aeruginosa ATCC 105663, Enterobacter cloacae (aislamiento

clinico), Salmonella typhimurium (aislamiento clinico), Staphylococcus
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epidermidis (aislamiento clinico), Staphylococcus saprophyticus (aislamiento
clinico), Staphylococcus aureus 02180344 (aislamiento clinico), Candida

parapsilosis ATCC 22019, fichas técnicas de las bacterias (anexo S1).

La actividad antibacteriana de los péptidos fue evaluada por microdilucion en
placa como se describio previamente en el método clasico de National
Committee of Laboratory Safety and Standards (NCLSS) [62], modificado
respecto a la lectura de la placa, utilizando resazurina como un indicador
metabdlico para incrementar la sensibilidad de la prueba respecto al crecimiento
de las bacterias [63-65]. Brevemente, las bacterias fueron sembradas e
incubadas toda la noche en medio Muller Hinton y a partir de este inéculo se
tomd una alicuota en medio fresco, se incubd por 2 horas mas y se ajusto la
absorbancia a 0,4 en 570 nm, con este OD se realiz6 una dilucién 1:1000
(aproximadamente 2-5x10° UFC/mL). Se adicionaron 45 pL de esta dilucion
bacteriana y 5 yL de péptido a concentraciones finales desde 0,2 uyg/mL a 100
pg/mL por pozo, utilizando placas de polipropileno de 96 pozos, cada
concentracion se evalud por triplicado, se incub6é a 37°C por 12 horas y se
adicionaron 5 yl de resazurina (concentracion final 44uM); se incub6 por 2 horas
adicionales y se realizo la lectura de absorbancia en espectrofotometro EPOCH
(Biotek) o lectura de fluorescencia en fluorometro Synergy HTX (Biotek); para
analizar las medidas de absorbancia se tomaron a 570 y 603 nm. Se calculé el
delta (A570nm-A603nm) y para calcular el porcentaje de crecimiento en un pozo

dado “X”, se utilizo la siguiente formula:

(Delta de X)—(Delta blanco) 4 0

Porcentaje de crecimiento por pozo= :
(Delta bacterias)—(Delta blanco)
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Siendo, X: cada pozo
Delta del blanco: mediana de las absorbancias de los controles de medio.
Delta de las bacterias: mediana de las absorbancias de los controles de

bacterias.

Por fluorescencia se tomaron en unidades relativas de fluorescencia (URF) con
filtros excitacion 565/10; emisién 600/40 con ganancia automatica. Para calcular

el porcentaje de crecimiento en un pozo dado “X”, se utilizé la siguiente férmula:

X URF—-Blanco URF
Bacterias URF—Blanco URF

Porcentaje de crecimiento por pozo = *100

Siendo “X” el pozo en cuestion, el “blanco” es la mediana de los controles de
medio o controles negativos y “bacterias” es la mediana de los controles de

bacterias o controles positivos.

La concentracion minima inhibitoria (MIC) fue definida como la concentracion
mas baja del agente antimicrobiano que inhibe el crecimiento visible del
microorganismo [66]. Para cada péptido se calculé ademas el indice de
selectividad, que relaciona la concentracion efectiva terapéutica que inhibe el
50% de crecimiento del microorganismo (EDS50) y la concentracion efectiva
toxica que induce el 50% de la toxicidad celular (TD50). Estas fueron calculadas
a partir de un modelo de regresion no lineal de relacion dosis-respuesta
utilizando el programa Graphpad Prism 7.0, utilizando los datos de la
microdilucion en placa de las actividades antimicrobianas contra E. coli ATCC

25922 y citotoxicas.
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indice de selectividad = TD50/ED50

3. 1. 4. Evaluacién de la actividad citotéxica sobre células mononucleares
de sangre periférica (PBMCs), células Vero y eritrocitos humanos.

La actividad citotdxica de las oxysterlinas 1, 2 y 3 se realiz6é por microdilucion en
placa midiendo la viabilidad de células mononucleares de sangre periférica
(PBMCs) y células Vero ATCC®CCL-81™ utilizando resazurina como indicador
de metabolismo celular activo. Los PBMCs se aislaron de un individuo sano, con
el procedimiento basado en la sedimentacion de las células a través de una
barrera de densidad de 1,077 g/mL dejando en la interfase los PBMCs [67].
Posteriormente fueron cultivadas en medio RPMI 1640 (Gibco 11875-093) sin
suplementar. Se sembraron 250.000 células por pozo en una placa de 96 pozos
y se incubaron por 4 horas a 37°C y 5% de CO- previo a la adicion de los péptidos
a evaluar. Las células Vero se sembraron a 22.500 células por pozo en placas
de cultivo celular de 96 pozos (ATCC:CCL-81), cultivadas en medio DMEM (Life
Technologies  12100-046, New York, USA) suplementado con
penicilina/estreptomicina (Sigma A5955) 10000 unidades/mL, L-glutamina 1X
(200 mM) (gibco 25030-081), y suero fetal bovino al 2% v/v; mantenidas a 37°C

y 5% CO2.

Se adicionaron 10 pyL/pozo de las oxysterlinas 1, 2 o 3 en diluciones seriadas,
para un rango de concentraciones finales por pozo entre 500 a 1,95 pg/mL por
triplicado, se incub6 de 16 a 24 horas y se adiciond resazurina a una
concentracion final de 44uM a cada pozo y se incubo por 2 horas adicionales a

37°C y 5% CO2. Al final se midié la absorbancia a 570 nm y 670 nm en
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espectrofotometro EPOCH (biotek, USA). Se utilizé como control de toxicidad
tritdn X100 al 0,5%, como control de crecimiento células en medio de cultivo
correspondiente y como blanco medio solo. Se calcul6 el delta como se describid
anteriormente. Al valor obtenido se le rest6 el valor de absorbancia del blanco y
se calculdé el porcentaje de actividad metabodlica de acuerdo al control de

crecimiento de las células como 100%.

La actividad hemolitica sobre eritrocitos humanos fue evaluada para las
oxysterlinas 1, 2 y 3 [68]. Se tomaron 4 mililitros de sangre de un individuo sano
en tubo seco con EDTA al 1 mM (acido Etilen diamino tetra acético) (Sigma-
Aldrich. E6758. USA), se centrifugaron a 800 g por 10 min a temperatura
ambiente. Los eritrocitos fueron lavados 3 veces con PBS 1X (NaCl 130mM; KCI
3mM; NaoHPO4 8mM y KoHPO4 1,5mM; pH 7,4) y a partir de estos se preparo
una dilucion a 1:250 en PBS 1X; se incubaron a 37°C por 15 min. Posteriormente,
se prepararon diluciones seriadas de los péptidos desde 1,95 a 500 yg/mL y en
placas de polipropileno de 96 pozos se adicionaron por triplicado 10 uL del
péptido a evaluar junto con 90 L de eritrocitos por pozo; se incubd por 2 horas
a 37°C y se centrifugd la placa a 2000 g por 15 min; se tomo el sobrenadante y
se leyo su absorbancia a 540 nm, el porcentaje de hemdlisis se calcul6 restando
el blanco de eritrocitos en PBS 1X a todas las muestras y calculando el
porcentaje de hemolisis respecto al control con triton X100 al 0,5% v/v (100% de

hemodlisis).
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3. 1. 5. Efecto de las oxysterlinas 1, 2 y 3 sobre la produccién de TNFa
inducido por lipopolisacarido (LPS) en PBMCs humanos.

Se midié el efecto de los péptidos sobre la expresidon de TNFa en Células
Mononucleares de Sangre Periférica (PBMCs). Brevemente, se cultivaron
250.000 PBMCs por pozo en una placa de cultivo de 96 pozos (Cellstar, greiner
bio-one, cat-N°655180). Posteriormente, se trataron las células control con 10
ng/mL de LPS (Escherichia coli, LPS 026:B6, Sigma Aldrich L2654) y medio de
cultivo celular. Se evaluaron células con el péptido en la concentracion mayor y
células con los tratamientos con diferentes concentraciones del péptido con y sin
LPS, con cada condicion por triplicado. Se realizé una primera evaluacion pre
incubando cada péptido con LPS por 30 minutos, para posteriormente ser
adicionados a las células al mismo tiempo que los controles antes mencionados.
Se incubaron las células por 12 horas a 37°C y 5% de CO2; se colectd el
sobrenadante y se reemplazé con 100 uL de medio de cultivo celular con 44 yM
de resazurina con el fin de evaluar la viabilidad celular al final del ensayo. Con
los sobrenadantes colectados se midié la produccion de TNFa por ELISA
(Human TNFa ELISA MAX, BiolLegend), siguiendo las instrucciones del

fabricante [69,70].

3. 1. 6. Actividad de las oxysterlinas 1, 2 y 3 sobre la cicatrizacion in vitro
en células HaCat.

El ensayo de herida o ruptura in vitro fue utilizado para medir migracion celular
con células de queratinocitos humanos (HaCaT, ATCC PCS200011) en medio

de cultivo celular: DMEM 1X (Dulbecco’s Modification of Eagle’s Medium, L-
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glutamina 200 mM vy piruvato de sodio al 1 mM) suplementado con SFB al 2%

v/v.

El ensayo de migracion celular se llevo a cabo siguiendo el protocolo adaptado
de Carretero, 2008 [71] con algunas modificaciones [65]. Brevemente, primero
se marco el dorso de una placa de 24 pozos (Thermo scientific, Dinamarca) con
lineas horizontales cada 0,5 cm. Posteriormente, se trataron con colageno de
piel de ternera (C8919, Sigma aldrich) a 1 mg/mL en PBS 1X durante 4 horas a
37°C, se retird el contenido y se dejé secar por evaporacion. Se sembraron
2,5x10° células/mL con 1 mL por pozo. Estas células fueron incubadas a 37°C y

5% de COg, durante 12-18 horas.

Después de observar la monocapa en cada uno de los pozos, las células fueron
lavadas tres veces con PBS 1X (NaCl 130 mM; KCI 3 mM; Na:HPO4 8 mM vy
KoHPO4 1,5 mM; pH 7,4). Posteriormente, se realizé la abrasion in vitro pasando
una punta estéril de 200 yL en la mitad de cada pozo de arriba hacia abajo
utilizando una punta nueva por cada pozo. De nuevo, se lavaron las células tres
veces con PBS 1X. Se recubrieron con 200 uL de fibronectina (Bovine Plasma
Fibronectin Ref PHE0023, Invitrogen) a una concentracion final de 5 uyg/mL por
1 hora a 37°C y 5% de CO.. Pasado el tiempo de incubacion, las células se
lavaron 3 veces con PBS 1X y se adicionaron 1 mL/pozo de controles y
tratamientos por triplicado. Como controles se utilizé: Factor de crecimiento
epidérmico (EGF) (AF-100-15, Prepotech) a una concentracion final en el pozo
de 40 ng/mL y medio de cultivo celular. Asi como los péptidos a la concentracidn

minima inhibitoria y diez veces menos esta concentracion; las células se
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incubaron por 48 horas a 37°C y 5% de CO.y se realiz6 seguimiento fotografico
cada 12 horas (0, 12, 24, 36 y 48 horas), cada pozo fue fotografiado en los
mismos cuatro segmentos cada vez siguiendo una marca realizada a la placa
antes del ensayo y siguiendo el cierre de la herida campo por campo hasta su

cierre.

Para el analisis de los datos se calcul6 el area de la herida para cada pozo en
cada tiempo correspondiente con el Software Imaged (versidon 1.5) y
posteriormente se realizé el calculo del cierre de la herida para cada tiempo, se
tomaron 4 campos por cada pozo a 40X en el microscopio de fluorescencia
invertido EVOS FL. El porcentaje de cierre de la herida se obtuvo: La medida de
la herida se compard en cada campo especifico, consigo mismo en el tiempo y
posteriormente se sustrajeron las areas para hallar el area migrada por cada
campo a través del tiempo. Posteriormente, se hizo una relacidén con respecto al
total de la herida para hallar el porcentaje de cierre por cada campo; obteniendo
4 medidas por pozo por triplicado, por lo tanto, 12 medidas por tratamiento por

tiempo, y se utilizé la férmula:

Porcentaje de cierre = ((area inicial - area X)/area inicial) * 100).

3.2. Fase 2

A partir de los resultados obtenidos en la fase 1, se profundizé en la actividad
antimicrobiana realizando curvas tiempo-muerte y analizando la relacidon
estructura/actividad. Asi mismo, se evalué la actividad antimicrobiana en

condiciones de suero y se profundizé sobre la modulacién de la expresion de
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TNFa por parte de uno de los péptidos, el cual se seleccion6 de acuerdo al perfil
de actividades evaluadas en la fase 1. Con estos resultados, se realizo el disefio

y produccion de un péptido modificado.

3. 2. 1. Curvas tiempo - muerte

Las curvas tiempo - muerte de las oxysterlinas 1, 2 y 3 se realizaron siguiendo el
mismo protocolo descrito por Baranska [72], con algunas modificaciones, usando
0,5, 1, 2y 4 veces la MIC de los péptidos con Escherichia coli ATCC 25922. La
bacteria fue crecida y ajustada a una densidad dptica de 0,4 en 570 nm (3-5x108
UFC/mL). Este indculo fue diluido 1:20 (6-10x10® UFC/mL) con medio Mdller
Hinton fresco y se adicionaron 45 uL a los pozos junto con 5 pL del péptido por
diferentes tiempos de incubacion (0, 30, 60, 120 y 180 minutos), después de los
cuales, para cada tiempo correspondiente se adicionaron 5 pyL de resazurina a
una concentracion final de 44 pyM y se incubd por 2 horas adicionales para

después medir la absorbancia a 570/603 nm [72].

La conversion de los datos de UFC/mL versus resorufina se obtuvo con una
curva de control de crecimiento de la bacteria E. coli ATCC 25922, la cual se hizo
a partir de la misma dilucion de las bacterias que se utilizé para todo el ensayo.
Los diferentes tiempos de la curva se midieron a través de dos métodos: 1. Por
plateo y conteo de las UFC/mL en platos de 10 cm con agar Muller Hinton
después de la incubacién por 12 horas a 37°C y 2. Por adicién de 10 yL de
resazurina a 44 PM e incubacion a 37°C por 2 horas y lectura por

espectrofotometria a 570-603 nm para realizar la conversion de estos datos de
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resazurina a resorufina. Se realizé una regresidon con estos dos parametros con
el fin de obtener la ecuacion de la curva de la conversidn de resorufina versus
UFC/mL. Con esta ecuacion se extrapolaron los datos en UFC/mL de la curva

tiempo-muerte de resazurina a resorufina (A570-603 nm).

3. 2. 2. Actividad antimicrobiana en presencia de suero

La actividad antimicrobiana de los péptidos se evalud en las mismas condiciones
en las que se realizdé la evaluacion citotéxica con el fin de observar que los
suplementos del medio como L-glutamina y el Suero Fetal Bovino (SFB) no
influyeran en la actividad antimicrobiana de los péptidos. Se evalud la actividad
antimicrobiana por microdilucion en placa en condiciones de DMEM 1X'y 10%
de suero fetal bovino, bajo estas condiciones se utilizé la bacteria Escherichia

coli ATCC 25922.

3. 2. 3. Analisis estructura/actividad de los péptidos oxysterlina 1y 3.

Se calcularon las caracteristicas fisicoquimicas como carga neta y porcentaje de
hidrofobicidad con la herramienta Antimicrobial Peptide Calculator and Predictory
(APD3) y el angulo hidrofébico de las secuencias de interés se calcul6 a partir
del diagrama de hélice realizado con la herramienta Heliquest

(https://heliquest.ipmc.cnrs.fr/), estas caracteristicas se relacionaron con la

actividad antimicrobiana, adicionalmente se construy6 un alineamiento global de

las secuencias por Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) y
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se identificaron los residuos mas relevantes en las variaciones que fueran
sindnimas y no sindnimas y que pudieran explicar las variaciones en la actividad
y caracteristicas fisicoquimicas. A partir de alli se realiz6 el disefio y produccion

por sintesis quimica de un péptido modificado.

3. 2. 4. Evaluacion del efecto de la oxysterlina 3 en la producciéon de TNFa
en PBMCs.

Se profundizé en el efecto de la oxysterlina 3 sobre la expresion de TNFa en
Células Mononucleares de Sangre Periférica (PBMCs) como se describio en el
item 3.1.5. “Efecto de las oxysterlinas 1, 2 y 3 sobre la producciéon de TNFa
inducido por lipopolisacarido (LPS) en PBMCs humanos” de la fase 1, con
modificaciones en los tiempos de adiccion e induccion en caso del control de
LPS. Brevemente, se cultivaron 250.000 PBMCs por pozo en una placa de cultivo
de 96 pozos (Cellstar, greiner bio-one, cat-N°655180). Las células control de
induccion de la produccion de TNFa fueron tratadas con 10 ng/mL de LPS
(Escherichia coli, LPS 026:B6, Sigma Aldrich L2654 ) y con medio de cultivo como
control basal. Las células fueron tratadas con el péptido a 6,25 ug/mL en
presencia y ausencia de LPS siendo este ultimo adicionado a en diferentes

momentos:

1. Se pre-incubd la oxysterlina 3 a una concentracion de 6,25 pg/mL con 10
ng/mL de LPS (Escherichia coli, LPS 026:B6, Sigma Aldrich L2654) por 30

minutos y posteriormente se adicionaron a los PBMCs.
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2. Se adicion6 LPS (Escherichia coli, LPS 026:B6, Sigma Aldrich L2654) en tres
diferentes pozos que tenian previamente el cultivo de PBMCs, se incubd por 3
horas y posteriormente se adiciond la oxysterlina 3 a (6,25 pyg/mL).

3. Se adicion6 oxysterlina 3 a (6,25 ug/mL) en tres diferentes pozos que tenian
previamente el cultivo de PBMCs, se incub6 por 3 horas y posteriormente se
adiciono LPS (Escherichia coli, LPS 026:B6, Sigma Aldrich L2654).

4. Se adicion6 LPS (Escherichia coli, LPS 026:B6, Sigma Aldrich L2654) en
pozos diferentes, se incubd por 3 horas, después se realizaron tres lavados con
PBS 1X (NaCl 130mM; KCI 3mM; NazHPOs 8mM y K2HPO4 1,5mM; pH 7,4) y
posteriormente, se adiciond oxysterlina 3 a (6,25 pg/mL).

5. Se adiciono oxysterlina 3 a (6,25 yg/mL) en tres pozos diferentes, se incubd
por 3 horas, después se realizaron tres lavados con PBS 1X (NaCl 130mM; KCI
3mM; Na;HPO4 8mM y KoHPO4 1,5mM; pH 7,4) y posteriormente, se adiciond

LPS (Escherichia coli, LPS 026:B6, Sigma Aldrich L2654) .

Cada tratamiento se hizo por ftriplicado, se incubd toda la noche, con los
sobrenadantes colectados se midio la produccion de TNFa por ELISA (Human
TNFa ELISA MAX, BiolLegend), siguiendo las instrucciones del fabricante

[69,70].

3.3.Fase 3

3. 3. 1. Estabilidad en suero humano del péptido modificado [His18]Ox1NH2
Para evaluar la estabilidad en suero humano del péptido [His18]Ox1NH2
(GSKRWRKFEKRVKKIFEHTKEALPVVQGVVAVATAVGRR), se siguio el

protocolo de Pérez y colaboradores [73]. Brevemente, Para el tiempo O, se
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tomaron 500 pL de suero humano y se mezclaron con 20 yL de acido perclorico
al 10% (v/v en agua) (agente precipitante, el cual no precipita el péptido
(evaluado previamente)) y posteriormente 500 pL de péptido a una
concentracion final de 500 ug/mL, como control de deteccion del péptido en el

ensayo.

Para los tiempos posteriores (5, 15, 30 y 60 minutos) se incub6é 500 uL del
péptido a una concentracion final de 500 upg/mL junto con 500 pyL de suero
humano (Sigma, St Louis, Missouri; ref. H4522) y se tomaron alicuotas de 120
uL a los tiempos determinados. Inmediatamente posterior a la toma de la alicuota
la reaccion de protedlisis fue parada con 20 pL de acido perclérico al 10% (v/v
en agua) e incubo por 30 min a 4°C. Se incluyeron los controles de suero y
péptido solos. Una vez recogidas las alicuotas, fueron centrifugadas a 13.000 g
por 10 min, con el fin de separar el sobrenadante y la fraccion insoluble. Los
sobrenadantes fueron analizados por RP-HPLC, inyectando 20 pL en el equipo
LC-20AD (Shimadzu, Kyoto, Japan) equipado con una columna Luna C18 (4.6
mm x 50 mm, 3 pym; Phenomenex, Torrance, CA, USA) usando un gradiente
lineal de solvente A (0,045% de TFA en agua) a solvente B ( 0,036% TFA en
acetonitrilo [ACN]) por 15 minutos a un caudal de 1 mL / min y deteccion UV a
220 nm. Durante la recoleccion del gradiente se identificaron los picos mas
representativos a las fracciones producto de la degradacion del péptido y se

verificd su identidad molecular por espectrometria de masas.

El analisis de MS se realizé en un instrumento LC - MS 2010EV (Shimadzu)

equipado con una columna XBridge C18 (4,6 mm x 150 mm, 3,5 ym, Waters,
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Cerdanyola del Valles, Espaia), eluyendo con un gradiente lineal de C (0,1% de
acido féormico en H20) a D (0,08% de acido formico [FA] en ACN) durante 15
minutos a una velocidad de flujo de 1 mL / min. Las masas obtenidas por cada
una de las fracciones se rastrearon en una libreria de masas tedricas construida
a partir de la secuencia del péptido completo identificando las posibles
secuencias de las fracciones. El porcentaje de degradacion se calcul6 de
acuerdo a la relacion de abundancia de absorbancia UV de cada fraccion

respecto al tiempo 0.

3. 3. 2. Sintesis quimica de las fracciones 1y 2.
Los péptidos fueron sintetizados como se describié en el item 3.1.2. Sintesis de
los péptidos, se obtuvieron minimo 5 mg de cada péptido. La precipitacion de los

péptidos se hizo con dietil éter enfriado y después fueron liofilizados.

Todos los péptidos fueron diluidos en agua tipo 1 y analizados por RP-HPLC (del
inglés Reverse Phase - High pressure liquid chromatography) en una Columna
preparativa Luna C18 (2) 100A (250 mm x 21.2 mm, 10 ym; H17-218793) y LC
- MS (Liquid chromatography - Mass spectrometry) usando el equipo LC - MS
2010EV (Shimadzu) equipado con una columna XBridge C18 (4,6 mm x 150 mm,
3,5 um, Waters, Cerdanyola del Vallés, Espafa). Los cromatogramas y masas

se ponen como anexo S3.
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3. 3. 3. Analisis estructura actividad.

El analisis estructura funcion se realizé a partir de un alineamiento entre las
secuencias de las oxysterlinas 1 y 3, el cual se realizé con la herramienta CLC
Main Workbench. Ademas de la comparacion entre las caracteristicas
fisicoquimicas y estructurales que se calcularon como se describe en el item 3.
1. 1. Caracterizacién fisicoquimica, estructural in silico y dicroismo

circular.
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4. Resultados y discusién

4.1. Fase 1

4. 1. 1. Las oxysterlinas 1, 2 y 3 son cecropinas de insectos catidnicas y
con estructura a-hélice. Caracterizacion fisicoquimica y estructural.

El primer HDP de la familia de las cecropinas fue aislado en la hemolinfa del
lepidoptero Hyalophora cecropia, y se caracterizd su actividad antimicrobiana
contra varias bacterias Gram-negativas y Gram-positivas [74,75]. Estos péptidos
han sido identificados en insectos de los 6rdenes, Hexapoda, Coleoptera,
Dipteros y en otras especies de lepiddpteros [13,76]. Las oxysterlinas estudiadas
en el presente trabajo son secuencias putativas de HDP identificadas en el
transcriptoma del cuerpo graso de un escarabajo coprofago de la especie
Oxysternon conspicillatum [77]. De acuerdo a la prediccidn de las caracteristicas
fisicoquimicas de las secuencias maduras, las tres oxysterlinas son péptidos
cationicos con puntos isoeléctricos altos y proporciones de hidrofobicidad
alrededor del 40% (tabla 2). En el alineamiento multiple entre la oxysterlina 1y
3 se observo una identidad del 82% con cambios en las posiciones 15-18-26-30-
31-33 y 34. Ademas, una secuencia consenso N-terminal (G-S-K-R-W-R-K-F-E-
K-[KR]-V-K) caracterizada por una alta frecuencia de residuos cargados

positivamente (tabla 2 y figura 2A).
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En otro trabajo en proceso de publicacion, las secuencias de las oxysterlinas
sirvieron como plantilla para identificar 188 secuencias diferentes relacionadas
con familias de HDPs en la base de datos Interpro (Cecropinas: IPR020400;
Defensinas: IPR017982; Coleoptericinas: IPR009382 y attacinas:
IPR005520190 IPR005521), a partir de las cuales se realizé una busqueda multi-
TBLASTnN y las secuencias resultantes se filtraron de acuerdo con el puntaje E <

0.01 y se identificd el marco de lectura abierto (ORF) para cada secuencia [78].

En Scarabaeidae, se encontraron 18 secuencias de cecropinas con longitudes
de péptidos maduros que van desde 37 a 55 residuos, con pesos moleculares
alrededor de 4 kDa. El alineamiento entre las secuencias muestra un péptido
sefal altamente conservado, el péptido maduro tiene un dominio catiénico N-
terminal [GR]-[SW]-K[RKG]-[WLF]-RK-[FIL]-E-[KR] [RKA]-[VSG]-[KR]-[KR] con
alta frecuencia de residuos de KR y angulo hidrofébico desde 120 a 180°. El
dominio C-terminal tiene un mayor grado de variabilidad con una region rica en
residuos acidos y una region hidrofoba alifatica. Las estructuras secundarias y
terciarias predichas muestran una a-hélice altamente conservada con una
puntuacion de TM de 0,51 en la alineacion estructural, lo que sugiere que pueden
clasificarse como una sola familia estructural (datos en proceso de publicacion)

[79].
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20 40
| |
ox! GSKRWRKEEK RWK------- --------. K NEEETREAEP MMQGMEAMAT AMGRR 390
ox2 GSKRWRKEEK KVKKANEBAK EKECEERVCK NVEHTKEAEP MHKAWATHMG WMGRR 55
ox3 GSKRWRKEEK RUK------- --------- K VEEHTREAEP VWHQGUWATHNG AMGRR 39
Consensus GSKRWRKFEK RVK- - ----- -oooooo-. K IFEHTKEALP VIQGVATVVG AVGRR

100%
Conservation

(O HHHHH

; il il
Seq”ence"gz’ GSKRWRKFEK ﬁVKKALEDAK EKLQEERVQ( WEHKEALP VTééVX?VOé XVGRR

Péptido Secuencia del péptido aa M (Da) OH °H H2 pl Carga neta
maduro (A*kTl/e)

Oxysterlina 1 | GSKRWRKFEKRVKKIFEETKEA 39 4455,2 41 120 35,862 11,04 +7
LPVVQGVVAVATAVGRR

Oxysterlina 2 | GSKRWRKFEKKVKKALEDAKE 55 6327,5 38 120 N/A 10,23 +9
KLQEERVQKIVEHTKEALPVIKA
VATVVGVVGRR

Oxysterlina 3 | GSKRWRKFEKRVKKVFEHTKE 39 4449,2 38 120 37,688 11,49 +9
ALPVIQGVATVVGAVGRR

Figura y tabla 2. Alineamiento multiple y caracteristicas fisicoquimicas de las oxysterlinas
1, 2 y 3. Figura 2. Alineamiento multiple realizado por ClustalWW de las secuencias del péptido
maduro de las oxysterlinas 1, 2 y 3 coloreado por rasmol. Caracteristicas fisicoquimicas de las
oxysterlinas. aa: numero de aminoacidos, M(Da): masa en daltons, ®H: radio hidrofébico, °H:
angulo hidrofébico, pl: punto isoeléctrico. Tabla 2. Caracteristicas fisicoquimicas de las
oxysterlinas. aa: numero de aminoacidos, M(Da): masa en daltons, ®H: radio hidrofébico, °H:

angulo hidrofébico, pl: punto isoeléctrico.

Respecto a la hidrofobicidad en la figura 3 se pudo observar que las oxysterlinas
presentan un dominio N-terminal mas hidrofilico y un segmento C-terminal mas
hidrofobico, estas caracteristicas son similares a las encontradas para la familia
de cecropinas en general [80]. Sin embargo, la oxysterlina 2 es la mas diferente,

dado que, tiene un segmento entre los residuos K14-Q29, que la hace ser un
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péptido menos cationico (pl: 10,23) (tabla 2), lo cual podria estar influyendo en

la actividad antimicrobiana del péptido.

4~ — Oxysterlina 1
34 —— Oxysterlina 2
2+ — Oxysterlina 3

-3= [ )
K14-Q29
-4 1

T T T T T T 11T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Escala de hidrofobicidad/Kyte-Doolittle

Posicion de los aminoacidos

Figura 3. Alineamiento muiiltiple y perfil de hidrofobicidad para las oxysterlinas 1, 2y 3. A.
B. Perfil de hidrofobicidad de las oxysterlinas 1, 2 y 3 en escala de Kyte-Doolittle, en el que se

marca el segmento K14-Q29 de la oxysterlina 2.

El analisis de la estructura terciaria de las secuencias de las oxysterlinas
maduras, predijo una estructura de alfa hélice (figura 4), con el 100% de los
residuos en regiones permisibles de acuerdo al grafico de Ramachandran. Para
las oxysterlinas 1 y 3 se predijo una hélice continua. Sin embargo, la oxysterlina
2 mostré dos dominios a-hélices dividido por una region bisagra en el residuo 27
(R27). Estos resultados concordaron con el espectro obtenido en el analisis de
dicroismo circular (CD), con las minimas absorbancias a 208 y 222 nm (figura

5), lo cual es caracteristico de estructuras a-hélices [81].



’ r ") T Universidad
n Universidad Tecnolégica del Tolima 2
de Pereira

UNIVERSIDAD
DEL QUINDIO

NH2 COOH COOH NH2

OXYSTERLINA 1 VW\‘J] o r ‘\'W\NW‘

N

OXYSTERLINA 2 \'&
, .\ﬁN\\'vl.rpn ) WMy

{
b ¢ y

OXYSTERLINA 3

Figura 4. Prediccion de la estructura terciaria de las oxysterlinas 1, 2 y 3 por RaptorX. Se realizd
la prediccion de una estructura de a-hélice, con una regibn amino terminal antipatica
correspondiente al dominio oxysterlina y una regidon carboxilo terminal hidrofébica (rojo:

hidrofébico, blanco: neutro y azul: hidrofilico).

1.4x10° -
1:2x10° 1 — Oxysterlina 1
1.0x10° -
8.0x105 -
6.0%105 — Oxysterlina 3
4.0%x105 -
2.0%x105 -

0.0 -
-2.0%105
-4.0%105 -
-6.0%105
-8.0x105 -

-1.0x10° T T T T T T T T T 1
180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280

— Oxysterlina 2

[6], deg cm? dmol™!

Longitud de onda (nm)

Figura 5. Espectro de dicroismo circular de las oxysterlinas 1, 2 y 3. Los péptidos fueron disueltos en PBS
con 30% de TFE; el espectro fue realizado en el espectrometro JASCO. En el eje X se muestra la longitud

de ondaennmy en el eje Y la elipticidad molar por residuo ([6], deg cm2 dmol-1).
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El dominio N-terminal de las oxysterlinas visualizados en un diagrama de hélice,
se encuentra un patron anfipatico, con una superficie de residuos
polares/cargados positivamente (azul/rojo) y wuna superficie hidrofébica
(amarrillo) con un angulo de 120° para las tres oxysterlinas (figura 6). Esta
caracteristica es propia de la familia de las cecropinas que presentan estructura
a-hélice, donde incluso se ha relacionado con la posible toxicidad y actividad de

los péptidos [82].

Figura 6. Diagrama  de rueda helicoidal realizado por  Heliquest

(https://heliquest.ipmc.cnrs.fr/), realizado en un giro de 18 aminoacidos G1-[E/D/H]18,

mostrando un angulo hidrofébico de (amarillo) 120° para las tres oxysterlinas. A. Oxysterlina

1. B. Oxysterlina 2. C. Oxysterlina 3.

4. 1. 2. Sintesis quimica de las oxysterlinas 1, 2 y 3.

De cada péptido se obtuvo aproximadamente 5 mg con una pureza >88%. Las
soluciones madre de los péptidos fueron diluidas en agua destilada estéril a una
concentracion de 5 mg/mL y almacenadas en alicuotas a -80°C hasta su
posterior uso. Los espectros de masa confirmaron la obtencion correcta de los

péptidos.
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4. 1. 3. Oxysterlinas, péptidos con actividad antimicrobiana contra
bacterias de referencia Gram”, Candida parapsilosis y aislamientos
clinicos MDR.

Las oxysterinas 1, 2 y 3 presentaron actividad antibacteriana con
concentraciones minimas inhibitorias (MICs) en rangos entre 3,12 - 50 pg/mL
frente a bacterias Gram negativas, Gram positivas y Candida parapsilosis (tabla
3). El perfil de resistencia a antibidticos de las cepas bacterianas utilizadas fue
evaluado previamente, lo cual se muestra en el anexo S1. Las tres oxysterlinas
mostraron actividad principalmente contra bacterias Gram negativas con rangos
de MICs entre 3,12 - 25 ug/mL, lo cual concuerda con lo encontrado en para esta
familia de péptidos [74,83]. Actividades similares contra bacterias Gram-
negativas estan referenciadas para cecropinas identificadas en 6rdenes como
dipteros, lepidopteros y dos coledpteros [12,84], entre los que estan la cecropina
Cec identificada en Acalolepta luxuriosa con valor de MIC de 1 ug/mL [36] y el
péptido Sarcotoxin Pd de Paederus dermatitis con valor de MIC de 6,12 pg/mL
[46]. Esta caracteristica de tener actividad principalmente contra bacterias Gram-
negativas, la atribuyen a que estas bacterias tienen una mayor carga negativa
en la membrana en comparacion con las Gram-positivas [88], ademas de que
las membranas de bacterias Gram-negativas tienen el lipopolisacarido mas
expuesto en la membrana externa, mientras que en las Gram-positivas el
peptidoglicano esta anclado a la membrana citoplasmatica (menos expuesto) por
acidos teicoicos [89]. Segun nuestros resultados podriamos inferir que la
oxysterlina 2 al tener una region entre la K14-Q29 y visto desde un diagrama de

hélice de toda la secuencia pierde la anfipaticidad, pierde la caracteristica
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hidrofébica de la regidn C-terminal, lo que podria estar influyendo en la actividad

antimicrobiana del péptido.

Tabla 3. Actividad antibacteriana de las oxysterlinas 1, 2 y 3. Se muestra la Concentracion

Minima Inhibitoria (MIC) en pyg/mL y uM .

Microorganismos Oxysterlina 1 Oxysterlina 2 Oxysterlina 3

pg/mL uM pg/mL uM pg/mL UM

Escherichia coli ATCC 25922 6,25 5,6 50 79 3,12 0,7

Escherichia coli clinical isolate (ESBL) 6,25 1,42 50 7.9 3,12 0,7

Enterobacter cloacae clinical isolate 12,5 2,84 >200 >31 3,12 0,7

Klebsiella pneumoniae ATCC BAA >200 >45 25 3,9 3,12 0,7

1705

Salmonella typhimurium clinical 6,25 1,42 >200 >31 6,25 1,39

isolate

Pseudomonas aeruginosa ATCC 25 5,6 >200 >31 12,5 2,8

105663

Staphylococcus saprophyticus clinical 50 11,2 >200 >31 12,5 2,8

isolate

Staphylococcus epidermidis clinical >200 >31 >200 >31 >200 >45

isolate

Staphylococcus aureus clinical isolate >200 >45 >200 >31 >200 >45

Candida parapsilosis ATCC 22019 50 11,2 >200 >31 >200 >45

La actividad sobre bacterias Gram positivas se pudo evidenciar solo contra un
aislamiento clinico de Staphylococcus saprophyticus de las oxysterlinas 1y 3
con MICs de 50 y 12,5 ug/mL, respectivamente (tabla 3). El unico péptido activo
contra C. parapsilosis fue la oxysterlina 1 con un valor de MIC de 50 pg/mL, cabe
resaltar que esta familia de péptidos 6 similares a cecropinas han tenido la
particularidad de ser generalmente menos activos contra bacterias Gram
positivas, incluida S. aureus [12]. La cual, pertenece al grupo de alta prioridad en

la lista de la OMS [49,85]; entre las cecropinas que han sido activas contra esta
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bacteria estan la cecropina del tabano TY1 [85], el péptido SibaCec (50-150
pug/mL) [86] y un péptido hibrido quimérico entre el fragmento N-terminal de la
cecropina A de Hyalophora cecropia y un fragmento de la magainina de Xenopus

laevis (2 yg/mL) [87].

Las tres oxysterlinas también presentaron actividad eficiente contra cepas
multidrogo resistentes (MDR), incluidas E. coli ESBL, Enterobacter cloacae y
Salmonella typhi con valores de MICs entre 3,12 y 50 ug/mL (tabla 3). Otras
cecropinas como Mdc, SibaCec, CecA, Papiliocina, cecropina B y lucilina [47—
49,51,88], han presentado actividad contra diferentes cepas MDR de P.
aeruginosa y diferentes Enterobacteriacae spp (incluyendo Klebsiella
pneumoniae y E. coli), en rangos de MICs entre 3 - 17 pg/mL, estas especies de
bacterias representan una amenaza particular en hospitales y hogares de
ancianos, particularmente en pacientes con ventilacidn mecanica y catéteres

[89].

Se observo que la oxysterlina 2 fue el péptido menos activo con valores de MIC
mayores (25 y 50 pg/mL) en comparacion con los otros dos péptidos y menos
numero de bacterias susceptibles a su actividad, lo que concuerda con que la
idea de que la presencia de la insercién en la posicion K14-Q29 disminuye la
actividad del péptido contra los microorganismos evaluados, dada su menor
cationicidad y afectacidn del perfil de hidrofobicidad. Es de destacar que las
oxysterlinas 2 y 3 fueron activas contra Klebsiella pneumoniae (MIC 3,12 y 25
pug/mL) la cual es una importante causa de infecciones nosocomiales, como

neumonia, sepsis e infecciones en recién nacidos y pacientes ingresados en
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unidades de cuidados intensivos, ademas puede causar infecciones
potencialmente mortales y para la cual actualmente se utilizan los antibioticos
carbapenémicos (tratamiento de ultimo recurso) [90]. Las oxysterlinas 1 y 3
fueron activas contra P. aeruginosa (MIC 25 y 12,5 ug/mL), la cual hace parte
del grupo critico en la lista de patdgenos prioritarios para la investigacion y

desarrollo de nuevos antibioticos de la OMS [89].

De acuerdo al mecanismo de accion, actualmente es aceptado que esta familia
de péptidos no interactua con receptores especificos, sino que inicialmente se
asocian con la membrana bacteriana a lo largo de los ejes de los dominios a-
helicoidales paralelos a la superficie de la bicapa lipidica. En este nivel, los
residuos polares del péptido interactuan con los fosfatos lipidicos, mientras que
las cadenas laterales no polares se entierran en el nucleo hidrofébico de la
membrana [91]. Teniendo en cuenta que las oxysterlinas son péptidos cationicos
con estructura a-hélice activos contra bacterias Gram negativas; posiblemente
podrian estar interactuando inicialmente a través de interacciones electrostaticas
entre las membranas bacterianas cargadas negativamente (lipopolisacarido y
peptidoglicano) y la porcion N-terminal de las oxysterlinas cargadas
positivamente, lo cual explicaria un mayor espectro de actividad y valores
menores de concentraciones minimas inhibitoria (MICs) para las oxysterlinas 1
y 3 que para la oxysterlina 2, ya que las dos primeras tienen una porcion N-
terminal mas cationica en comparacién con la oxysterlina 2 que al tener una
superficie de aminoacidos acidos mas grande, es menos catidnica y

posiblemente menos activa, después podria existir una interaccion entre la cara
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hidrofobica de los péptidos y la porcion con carga neutra de la membrana

bacteriana.

4. 1. 4. Las oxysterlinas presentan baja toxicidad sobre células de
mamifero. Actividad citotoxica de las oxysterlinas sobre células Vero, PBMCs y

eritrocitos humanos.

Las oxysterlinas 1 y 3 disminuyeron la viabilidad de las células Vero entre 20-
30% (aproximadamente) después de 24 horas de incubacion en las
concentraciones mas altas evaluadas (500-250 ug/mL). Estos efectos fueron
similares a lo reportado para las magaininas, con citotoxicidad sobre las células
Vero a 500 pg/mL [92]. Algunos autores sugieren que el colesterol de membrana
en las células de mamiferos es la base para la selectividad de péptidos
antimicrobianos [92,93]. La oxysterlina 2 no mostro actividad citotdxica sobre

células Vero en ninguna de las concentraciones evaluadas (figura 7A).

Las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) después de 24 horas
de incubacion con la oxysterlina 3 muestran una actividad metabdlica del 80%
en todas las concentraciones evaluadas (1,95 - 500 pg/mL). Para la oxysterlina
2 en concentraciones desde 62,5 - 500 pg/mL hubo una actividad metabdlica del
80% y para la oxysterlina 1 en el rango de 125 a 500 pg/mL (figura 7B).

Se observé una actividad hemolitica de la oxysterlina 1 a una concentracion de
62,5 ug/mL y la oxysterlina 3 a 250 yg/mL valores que presentaron diferencias
estadisticamente significativas al comparar, las medias de estas

concentraciones y la media del control de células (figura 7C).
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Figura 7. Citotoxicidad de las oxysterlinas 1, 2 y 3 a concentracioén de 1,95 - 500 yg/mL. CT:
triton X100 al 0,1% v/v. Se realizé una prueba de comparaciones multiples por el método de
Dunnett con una n=6 por concentracion evaluada, comparando el promedio de las diferentes
concentraciones evaluadas contra el control de células (0.00 ug/mL de péptido). A. Sobre células
Vero (ATCC:CCL-81). B. Sobre células mononucleares de sangre periférica humanas (PBMCs).
C. Sobre eritrocitos humanos. En el anexo S2 de informacion suplementaria se muestran los
valores de p, el promedio significativo y el intervalo de confianza de las concentraciones en las

que se encontré diferencias versus el control de células.

En la tabla 4 se resumen las concentraciones a las cuales estos péptidos

mostraron actividad téxica en las diferentes lineas celulares evaluadas, también
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se calculé el indice de selectividad, ya que el potencial terapéutico de los HDPs
y otros compuestos como antimicrobianos, radica en su selectividad al eliminar
células bacterianas de manera efectiva sin exhibir una citotoxicidad significativa
hacia las células de mamiferos. Un alto indice de selectividad relativa, incorpora
dos caracteristicas de actividad del péptido: alta concentracion minima
hemolitica o citotoxica (MHC) y una baja concentracion inhibitoria minima (MIC)

[88].

Tabla 4. indices de selectividad de las oxysterlinas. Concentracién minima Inhibitoria de los

péptidos contra E. coli ATCC 25922.

Péptido (ED50 Eritrocitos humanos (TD50 Células Vero (TD50 ug/mL / Tl) PBMCs (TD50 pg/mL / TI)
ug/mL) ug/mL / TI)
OX 1 (3,87) >500/>129 >500/>129 >500/>129
OX 2 (43) >500/>11,62 >500/>11,62 >500/>11,62
OX 3 (1,72) 558 /324 >500/>290 >500/>290

Se obtuvo un indice de selectividad de 10 para la oxysterlina 1, de 76,92 para la
oxysterlina 3 y >1,25 para la oxysterlina 2. Estos indices de selectividad nos
permiten inferir que estos péptidos podrian estar mostrando una mayor afinidad
por las membranas bacterianas que por las membranas de células eucariotas, lo
cual se ha atribuido a la diferencia en la composicion de membranas entre
bacterias y células eucariotas. Las membranas bacterianas estan compuestas
principalmente de compuestos cargados negativamente (por ejemplo,
fosfatidilglicerol, cardiolipina y fosfatidilserina), mas especificamente, las

bacterias Gram negativas poseen una membrana externa rica en
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lipopolisacaridos cargados negativamente (LPS) [94]. Mientras que la capa
externa de la membrana citoplasmatica de las células de mamiferos, por otro
lado, es neutra y se compone principalmente de fosfolipidos zwitterionicos y
colesterol, este ultimo se ha sugerido que estabiliza las membranas a la accién

de los HDPs [95].

Varios HDPs naturales y sintéticamente mejorados también muestran la
capacidad de alterar las células de mamiferos, ejerciendo asi una toxicidad
colateral no deseada, a pesar de la diferencia en la composicién de la membrana
celular [96-98]. Algunos péptidos catidnicos como protegrina-1 (PG-1) [99] (110
- 340 pg/mL), LL-37 (260 pg/mL), SMAP-29 (IT 2,3 - 2,6 veces) [151,152] y PGLa
[100] mostraron que rompen mas facilmente las monocapas de peliculas
anionicas, compuestas de PG o lipido A, en comparacion a los zwitteriénicos.
Ademas, la capacidad de los péptidos catiénicos de unién a la membrana puede
depender de la agrupacion preferencial de lipidos anionicos lejos de los

zwitterionicos para fines de equilibrio de carga [101,102].

4. 1. 5. Las oxysterlinas disminuyen la produccién de TNF-a inducida por
lipopolisacarido en PBMCs humanos. Efecto de las oxysterlinas 1, 2 y 3 sobre

la produccion de TNF a inducida por lipopolisacarido en PBMCs humanos.

Durante una infeccidn con bacterias Gram negativas la liberacion de LPS puede
sobre estimular la respuesta inmune innata llevando a un choque séptico [103],

por lo que seria deseable contar con una molécula que module a la baja esta
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respuesta inflamatoria desencadenada por los LPS bacterianos. Otros péptidos
como la cecropina A, han exhibido propiedades anti-inflamatorias mediadas por
la supresién de la produccion de mTNF-a (TNF-a de origen murino) y otras
citoquinas pro-inflamatorias [52,54,85,99,100]. Estos efectos hacen mas
interesantes a este tipo de compuestos para su aplicacion a nivel biomédico, al

presentar una actividad dual, antimicrobiana y anti-inflamatoria.

Las concentraciones a las cuales se evalu¢ el efecto de las oxysterlinas 1,2y 3
sobre la produccion de TNF-a, se seleccionaron de acuerdo con las menores
MICs, es decir, 3,12 y 6,25 pg/mL para las tres oxysterlinas. Cuando se
incubaron las oxysterlinas en ausencia de LPS no se observo induccion de la
expresion de TNFa a 6,25 ug/mL (figura 8), por lo tanto, los péptidos por si solos
en las concentraciones evaluadas son incapaces de inducir una respuesta de
produccion de TNFa de forma directa sobre las PBMCs en cultivo. La presencia
de LPS por si solo, como es de esperarse, induce la expresion de TNFa en el
modelo celular planteado. La preincubacién del péptido con el LPS por 30
minutos antes de entrar en contacto con los PBMCs bloquea de forma parcial y
dependiente de la concentracion el efecto del LPS sobre los PBMCs, las
oxysterlinas 2 y 3 presentaron diferencias estadisticamente significativas con
respecto al control positivo de induccion (LPS a 10 ng/mL), mientras que la
oxysterlina 1 a pesar de mostrar la misma tendencia no fue significativa dada la
amplia dispersion de los datos del grupo control de LPS sobre el cual se
construyo la comparacion estadistica y el bajo numero de datos por grupo. Cabe
resaltar que el efecto de la oxysterlina 2 en la disminucion de la produccién de

TNFa fue menor al observado con oxysterlinas 1y 3.
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Figura 8. Produccion de TNFa (en veces) de PBMCs tratados con Lipopolisacarido de E. coli. A.

Oxysterlina 1: 3,12 y 6,25 ug/mL. Se realizé un ANOVA con prueba de comparaciones multiples

por el método de Dunne't sin diferencias estadisticamente significativas (n=3). B. Oxysterlina 2:

3,12 y 6,25 pg/mL. (n=6). C. Oxysterlina 3: 3,12 y 6,25 ug/mL. Se realiz6 una prueba de

normalidad Kolmogorov Smirnov y una prueba t para datos paramétricos comparando el

tratamiento con respecto al LPS (n=6).

Las tres oxysterlinas afectan la produccion de TNFa en PBMCs estimulados con

LPS, de forma similar a lo observado con la catelicidina humana LL-37, la cual
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suprimio la produccién de citocinas proinflamatorias inducida por LPS tanto en
monocitos THP-1 como en las células mononucleares de sangre periférica
humanas (PBMCs) [104], las PBMCs, son centinelas del sistema inmune innato
[105] e incluyen monocitos, células asesinas naturales (NK), asi como, linfocitos
T y B [106]. Para PBMCs a diferencia de lo que se ha encontrado para
macrofagos diferenciados, se describe de forma general que el lipopolisacarido
(LPS) actua como una sefial de peligro reconocida por las PBMCs a través de
TLR4 que es el receptor especializado para la deteccion de LPS extracelular,
presentes en la superficie de varias células, este reconocimiento requiere la
accion de varias proteinas, incluidas la proteina de unién a LPS (LBP), CD14 y
MD-2 [107,108]. Después de este reconocimiento se producen respuestas
transcripcionales que implican la expresion de genes inmunoldgicos y
relacionados con la inflamacién que sirven para eliminar la infeccion [109]. Hasta
ahora se sabe que PBMCs (precursoras de macrofagos) estimuladas pueden
contribuir a la secrecion de citoquinas proinflamatorias como TNFa, CXCLS8, IL-
6, entre otras [141]; las cuales pueden conducir a una inflamacion sistémica

[110].

En cuanto al mecanismo por el cual el LPS induce a la produccién de citoquinas
pro-inflamatorias en macrofagos, se ha estudiado mejor, encontrado que su
reconocimiento se da a través de la proteina de unién a LPS (LBP), una proteina
de fase aguda que esta presente en la sangre. Esta proteina se une al LPS
formando el complejo LPS-LBP, el cual interactua con el receptor CD14, una
proteina que existe de forma soluble en la sangre y como una molécula ligada a

GPI (glicosilfosfatidilinositol) en la superficie de monocitos y macréfagos. Se cree
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que los complejos LPS-LBP-CD14 inician reacciones de sefializacion intracelular
uniéndose a receptores tipo Toll (TLR) en macréfagos y otras células [111].
Parece que se requiere TLR4 para que el LPS inicie la sefalizacion e induzca
respuestas inflamatorias. Las cepas endogamicas de ratones con mutaciones de
pérdida de funcion en TLR4 no responden al LPS [112]. Los complejos LPS-
CD14 activan el factor de transcripcidn NF-kB, asi como la quinasa regulada por
sefal extracelular, quinasa N-terminal c-Jun y las proteinas quinasas activadas
por el mitdgeno p38, todas estas, median la produccion de citocinas inflamatorias
como IL-6, IL-8 y TNFa [111,113]. En general, la capacidad relativa de los
diferentes péptidos para bloquear la unién de LPS a LBP in vitro se ha
correlacionado con su capacidad para bloquear la produccién de TNFa inducida
por LPS en macréfagos [118]. De acuerdo a esto y sabiendo que las oxysterlinas
son péptidos catidnicos que tienen efecto en la produccion de esta citoquina pro-
inflamatoria, podriamos suponer este mismo mecanismo de accion para estos
péptidos. Hasta la fecha se han reportado algunas cecropinas y sus analogos
con capacidad de unirse al LPS, demostrando propiedades anti-inflamatorias

tanto in vitro como in vivo [12].

También se han reportado otros mecanismos por los cuales algunos péptidos de
la familia de las cecropinas podrian estar ejerciendo una actividad anti-
inflamatoria, tal es el caso de péptidos derivados de Lepidépteros como la
cecropina CecA de Hyalophora cecropia [49], la papiolicina de Papilio xuthus
[51,83,119], la cecropina B de Bombyx mori [120] y un péptido sintético analogo
de A. pernyi [121], los cuales fueron capaces de inhibir la produccién de 6xido

nitrico y la transcripcion de varios genes pro-inflamatorios en células murinas
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tratadas con LPS, in vitro. Adicionalmente in vivo, la cecropina Ay B, ademas de
un analogo de la papiolicina administrados via intraperitoneal reducen la
concentracion de bacterias, niveles de endotoxina en plasma y la mortalidad en

un modelo de roedores infectados con E. coli [119,122].

El TNFa tanto in vitro como in vivo sobre bacterias Gram negativas (E. coliy P.
aeruginosa) sensibles puede inducir su crecimiento; esto en situaciones de
neutropenia como neumonia en pacientes inmunocomprometidos y neumonia
en ratones neutropénicos se asocid con una mayor carga infecciosa en el pulmén
[123]. Por lo tanto, en ratones neutropénicos, la citoquina enddégena TNFa
promueve el crecimiento de bacterias sensibles y empeora la carga infecciosa
en los pulmones [124]. En este contexto y sabiendo que las oxysterlinas en
presencia de LPS inhiben la produccion del TNFa, ademas de que inhibe el
crecimiento bacteriano de E. coli in vitro, a futuro se podria pensar que estos
péptidos podrian ser una opcion en el tratamiento de la inflamacion generada por

TNFa.

Algunos péptidos antimicrobianos de insectos de la familia de las cecropinas han
sido estudiados en su potencial actividad anti-inflamatoria (tabla 5), los cuales
han sido activos en concentraciones que varian de 3, 8 - 40 ug/mL, lo cual situa
a las oxysterlinas en el rango de concentracion encontrado para esta familia de

péptidos.

Tabla 5. Péptidos de la familia de las cecropinas con actividades inmunomoduladoras.
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Péptido Orden Actividad Concentracion Referencia
inmunomoduladora (ng/mL)
CecA Inhiben la produccién de NO | 20 [49]

y la transcripcion de genes

L pro-inflamatorios en células
Papiolicina 3,8-40 [51,83]

murinas tratadas con LPS (in

Cec B Analogo | Lepidoptera vitro). 38 [120]

sintético de (A.

pernyi).
CecTY Reducen la concentracion | 20 [48]
bacteriana y niveles de
SibaCec endotoxinas en plasma en 20 (86]
Dipteros modelo murino.
AeaeCec 1 20 [125]

4. 1. 6. Las oxysterlinas 1 y 3 promueven el cierre de heridas in vitro en un
modelo de queratinocitos humanos. Evaluacion del cierre de heridas in vitro

de células HaCaT bajo las oxysterlinas 1y 3.

Ademas de la actividad antimicrobiana y la posible actividad anti-inflamatoria de
los HDPs, también se ha descrito que algunos HDPs humanos promueven la
cicatrizacion de heridas en la piel [106], por multiples medios, incluida la
modulacién de la produccion de citoquinas, la migracién y la proliferacion celular.
Nosotros evaluamos el efecto de las oxysterlinas 1 y 3 sobre sobre el cierre de
heridas in vitro en queratinocitos humanos (HaCaT), usando un décimo de la
concentracion minima inhibitoria (MIC) (1/10), asi: Oxysterlina 1 (0,625 pg/mL) y
oxysterlina 3 (0,312 pg/mL), el seguimiento del cierre de las heridas se realizd

de forma fotografica a los diferentes tiempos evaluados hasta las 48 horas
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(figura 9A). Obteniendo que la oxysterlina 1 y 3 a una concentracion de 0,312y

0,625 pg/mL respectivamente, inducen el cierre del area de forma significativa
después de 16, 24, 32 y 48 horas de tratamiento (figura 9B). Esta diferencia de
cierre entre el tratamiento con las oxysterlinas y el control de células, fue mas

evidente a las 24 horas de incubacion para las oxysterlinas 1y 3 (figura 9C).
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Figura 9. Cierre de heridas realizadas in vitro en células HaCat. A. Representacion
fotografica de la cicatrizacion de heridas in vitro en células HaCat en 0, 12, 16, 24, 32y 4
horas con diferentes tratamientos. B. Porcentaje de cierre bajo estimulo de la oxysterlina
1 (Ox1) (0,625 pg/mL) y oxysterlina 3 (Ox3) (0,312 pg/mL), factor de crecimiento
epidérmico (EGF) a 40 ng/mL y control de células (CC) durante 0, 12, 16, 24, 32 y 48 horas
de incubacion. C. Porcentaje de cierre a las 24 horas después de adicionados los
tratamientos. Las barras de error representan la media y la desviacion estandar (n=12).
Un ANOVA con prueba de comparaciones multiples por el método de Dunnett (**: p <

0,01).
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Teniendo en cuenta que las oxysterlinas 1 y 3 inducen el cierre de heridas
generadas en queratinocitos in vitro y que son péptidos cortos, cationicos y
con estructura a-hélice, similares a la cecropina B (HB-107) y la tylotoina
(tabla 6), los cuales también inducen el cierre de heridas a nivel in vitro,
seria interesante evaluar si posiblemente las oxysterlinas al igual que estos
péptidos podrian estar induciendo liberaciéon de quimioquinas y citoquinas
como IL-6 a través de sefalizacidn mediada por proteina G o la via de
sefializacion PLC, TGF-B1 y activacion de factores de transcripcion como
EGFR, STAT1 y STAT3, [126-128], 6 si pudieran estar induciendo
infiltracion de células y la expresidon de citoquinas in vitro, como la IL-8

como sucede con el péptido HB-107 (tabla 6) [126].

Tabla 6. Papel de diferentes péptidos antimicrobianos durante los eventos de cicatrizacion

de heridas.
Péptido Origen Mecanismo de accion Referencia

Tylotoina Piel de salamandra Fase de inflamacion y proliferacion [127]
Tylototriton Aumenta la motilidad y proliferacion de queratinocitos, células
verrucosus endoteliales vasculares y fibroblastos, reepitelizacion y la formacién

de tejido de granulacion. Promueve la liberacién del factor de
crecimiento transformante B1 (TGF-B1) y la interleucina 6 (IL-6).

HB-107 Derivado de Fase Inflamacion [129]
cecropina B (H. Induce la infiltracion de células y secrecién de citoquinas in vitro.
cecropia) expresion de citoquinas anti-inflamatorias y factores de crecimiento.

Estimula el reclutamiento de neutréfilos y macréfagos.
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4. 2. Fase 2:

En esta fase se profundizo en la actividad antimicrobiana, realizando curvas
tiempo/muerte y evaluando esta actividad antimicrobiana en presencia de
suero para las tres oxysterlinas. Ademas, se profundizé sobre el efecto en
la expresion de TNFa por la oxysterlina 3. Con estos resultados y realizando
un analisis estructura/funcién, se disefio y se produjo el péptido modificado

[His18]Ox1NH2.

4. 2. 1. Las oxysterlinas 1, 2 y 3 tienen una actividad bactericida

dependiente de la concentracion. Curvas tiempo - muerte

Las oxysterlinas 1, 2 y 3 mostraron una cinética de actividad antibacteriana
in vitro contra E. coli ATCC 25922 bactericida dependiente de la
concentracion, eliminando la E. coli ATCC 25922 en menos de 20 minutos
(figura 10). Esta actividad comparada con antibidticos convencionales
como la ampicilina, la cual es bactericida a 2 veces la MIC después de 2
horas de incubacion es mas rapida y similar a la actividad de la temporina
A y citropin 1.1, los cuales mostraron una actividad bactericida, con una
dependencia del tiempo notablemente menor en comparacion con

antibioticos como Vancomicina [72,130-132].
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La oxysterlina 1 a 1 MIC inhibi6 el crecimiento de E. coli por debajo de 4
UFC/mL durante los primeros 20 minutos hasta 120 minutos de incubacion,
la concentracion por debajo de 1 MIC no inhibid el crecimiento bacteriano,
mientras que concentraciones por encima de la MIC (2 y 4 veces la MIC)
inhibieron completamente el crecimiento bacteriano durante los 180
minutos del ensayo (figura 10A). Las oxysterlinas 2 y 3 mostraron un
comportamiento bacteriostatico a 1 MIC, pero a concentraciones mayores
(2 y 4 veces la MIC) mostraron un comportamiento bactericida con una
reduccion completa de las UFC/mL a los 180 minutos. El efecto bactericida
se observo rapidamente a 4 veces la MIC con reduccion antes de los 30
minutos de incubacion (figura 10B y C). El efecto del crecimiento
bacteriano a 1 MIC después de 2 y 3 horas de incubacion para la oxysterlina
1 podria estar mostrando una actividad bacteriostatica o mixta bactericida
inicial y posteriormente bacteriostatica, degradacion del péptido después

de ejercer la actividad y/o adaptacion de las bacterias.

29,00

24,00

19,00

14,00

UFC/mL
Millones

9,00

4,00

-1,00

4,5

Tiempo (horas)
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Figura 10. Curvas tiempo/muerte de las oxysterlinas 1, 2 y 3 frente a E. coli ATCC
25922. A. Oxysterlina 1, 1X MIC = 6,25 ug/mL. B. Oxysterlina 2, 1X MIC = 50 ug/mL.

C. Oxysterlina 3, 1X MIC = 3,12 pg/mL.

Esta actividad dependiente de la concentracién puede indicar que las
oxysterlinas podrian estar ejerciendo actividad similar a la postulada para
otros péptidos antimicrobianos en los que alcanzar un umbral alto de
concentracion de HDP en la membrana es critico para la formacion de

poros, tal es el caso del mecanismo de “alfombra”, el cual se da después
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de la acumulacién continua del péptido sobre la bicapa lipidica de las
bacterias; esta estructura que se forma, posee propiedades liticas
intrinsecas, las cuales desintegran la membrana [91], segun la evidencia
experimental, la cecropina P1 (Cec P1) del intestino del cerdo [133] y la
cecropina de H. cecropia (Cecs) administradas a altas concentraciones
(Cec P1>25 uyM y Cecs > 5 yM), parecen actuar bajo este mecanismo

[91,134].

4. 2. 2. Las oxysterlinas 1 y 3 pierden efectividad en medio de cultivo
con suero fetal bovino. Evaluacién de la actividad antimicrobiana de las

oxysterlinas 1y 3 en presencia de suero.

Para el desarrollo de los péptidos antimicrobianos hasta el uso terapéutico,
algunos se han administrado sistematicamente de forma in vivo [135], para
lo cual es clave que estos péptidos sean estables en diferentes
condiciones, ademas de ser un requisito para el uso de estos como
farmacos [136,137]. De acuerdo a esta idea, nosotros quisimos verificar la
actividad antimicrobiana de las oxysterlinas bajo diferentes condiciones,

evaluamos su actividad contra E. colien DMEM y SFB al 2%.

Las concentraciones minimas inhibitorias de las oxysterlinas 1y 3 frente a
Escherichia coli ATCC 25922, aumentaron a 25 y 12,5 pg/mL,
respectivamente en presencia de DMEM 1X 'y Suero Fetal Bovino (SFB) al

2% (tabla 7).
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Tabla 7. Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) de las oxysterlinas 1y 3 bajo condiciones

de DMEM 1X 'y SFB al 2% comparadas con sus MICs sin SFB.

Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) en pg/mL

Microorganismo Oxysterlina 1 Oxysterlina 3
Escherichia coli ATCC 25922 6,25 3,12
Escherichia coli ATCC 25922 en 25 12,5
DMEM 1X'y SFB al 2%.

Como se ha observado en otros péptidos catiénicos como el RI18 disefado
a partir de la catelicidina mieloide porcina 36 (PMAP-36), la presencia de
suero en este caso disminuye la eficacia en la inhibicién del crecimiento de
C. albicans [18]. El aumento de la MIC para las oxysterlinas 1 y 3,
demuestran una posible degradacion de estos péptidos por los
suplementos encontrados en el medio de cultivo, posiblemente por las
proteasas del SFB. La degradacion, inestabilidad, altos costos de
produccion y eliminacion eficiente de los péptidos en un sistema circulatorio
dinamico en el cual se veran expuestos a diferentes proteasas, incluido el
suero humano hacen parte de las problematicas en el desarrollo de los
péptidos para uso clinico [138,139]. Teniendo en cuenta esto y sumado a
que las oxysterlinas 1 y 3 a pesar de tener una identidad del 82% varian en
su actividad, nos llevo a realizar un analisis estructura/funcién de estos dos

péptidos.
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4. 2. 3. Disefno y caracterizacion del péptido modificado
[His18]Ox1NH2, derivado de las oxysterlinas 1 y 3. Analisis
estructura/actividad de las oxysterlinas 1y 3, disefio del péptido modificado

[His18]Ox1NH2.

Las oxysterlinas 1 y 3 presentan una identidad del 82 % con siete
variaciones en sus secuencias, en las posiciones 15-18-26-30-31-33 y 34,
llama la atencion el cambio de la histidina en la posicion 18 (H18) de la
oxysterlina 3 por un acido glutamico (E18) en la oxysterlina 1 debido al
cambio a nivel de la carga (figura 11). Este cambio hace que la oxysterlina
3 sea un péptido mas catidnico y posiblemente esta sea una de las
caracteristicas que influye en su actividad. Ademas, presentaron
variaciones en la masa teodrica, carga neta y punto isoeléctrico; a nivel
experimental tienen diferentes MICs contra E. coli ATCC 25922 y en la
concentracion toxica sobre células eucariotas, lo que llevd a obtener
diferentes indices de selectividad (IS) (tabla 8). Basados en esta hipotesis
decidimos hacer una modificacion de la secuencia de la oxysterlina 1 en la
posicion 18 (E18/H18), con esto surgido el péptido [His18]Ox1NH2
(GSKRWRKFEKRVKKIFEHTKEALPVVQGVVAVATAVGRR, el cual fue

obtenido de forma sintética y usado para la fase 3 de este estudio.

R PR
ox1 GSKRWRKEEK RVKKNEEETK EAEPMNMQGMY AMATANGRR
ox3 GSKRWRKEEK RVKKVEEHTK EAEPNMoclMA THMMcAMGRR

Consensus GSKRWRKFEK RVKKXFEXTK EALPVXQGVX XVXXAVGRR

39
39
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Figura 11. Alineamiento multiple realizado en QIAGEN CLC Genomics workbench, entre
la oxysterlina 1 y 3. Observando 7 cambios entre las secuencias, entre los cuales la H18

es la mas relevante.

4. 2. 3. El péptido modificado [His18]Ox1NH2 conserva la actividad
contra E. coli ATCC 25922 y la inhibiciéon del efecto del LPS sobre la
produccion de TNFa en PBMCs. Analisis fisico-quimico, estructural y

evaluacion de actividad del péptido modificado [His18]Ox1NH2.

El péptido modificado [His18]Ox1NH2 (tabla 8), tiene una carga neta
tedrica (+8,25) que se encuentra intermedia entre las oxysterlinas 1y 3;
conserva el mismo punto isoeléctrico tedrico de la oxysterlina 3 asi como el
angulo hidrofobico (120°) de la fraccion N-terminal (figura 12A). La
prediccidn de la estructura secundaria y terciaria predicha del péptido
modificado [His18]Ox1NH2 mostré una estructura similar a la de las
oxysterlinas 1 y 3, alfa hélice con una region N-terminal anfipatica (una
superficie hidrofébica y otra hidrofilica) y una region C-terminal

mayoritariamente hidrofobica (figura 12B).

Tabla 8. Caracteristicas fisicoquimicas de la oxysterlina 1 y 3. pl: punto isoeléctrico. MIC:

Concentracion Minima Inhibitoria. IS: indice de selectividad.

Péptido Secuencia de Masa tedrica pl Carga OH MIC IS
aminoacidos (Da) neta (ug/mL)
Oxysterlina 1 | GSKRWRKFEKRVKKIFEE 44552 11,04 +7 41 6,25 10
TKEALPVVQGVVAVATAV
GRR
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Oxysterlina3 | GSKRWRKFEKRVKKVFE 4449,2 11,49 +9 38 3,12 76,92
HTKEALPVIQGVATVVGA
VGRR
[His18]Ox1N GSKRWRKFEKRVKKIFE 4463,29 11,49 | +8,25 41 3,12 N/A
H2 HTKEALPVVQGVVAVATA
VGRR

A. B.

NH2 COOH COOH NH2

MARARIRARY VURRAASYY

Figura 12. Diagrama de rueda helicoidal y prediccion estructural para el péptido
[His18]Ox1NH2. A. Diagrama de rueda helicoidal para el péptido [His18]Ox1NH2 realizado

por Heliquest (https://heliquest.ipmc.cnrs.fr/), realizado en un giro de 18 aminoacidos G1-

[E/D/H]18, mostrando un angulo hidrofébico de (amarillo) 120°. B. Prediccion de la
estructura terciaria del péptido [His18]Ox1NH2 por RaptorX (rojo: hidrofébico, blanco:

neutro y azul: hidrofilico).

El péptido modificado conservo la actividad antimicrobiana contra E. coli
ATCC 25922 con una MIC de 3,12 ug/mL, igual a la oxysterlina 3 y una
dilucion por debajo respecto a la oxysterlina 1 (tabla 8). Por lo tanto, la
sustitucién del E18H en la oxysterlina 1 mejor¢ la cationicidad y la actividad
antimicrobiana. Esto concuerda con lo publicado por Yeaman y Yount en

el 2003 [95], en donde la cationicidad es un parametro clave para la
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actividad antimicrobiana e importante para la atraccion electrostatica inicial
del péptido hacia los fosfolipidos de membrana cargados negativamente de

las bacterias y otros microorganismos [95].

4. 2. 4. La inhibicién del efecto del LPS sobre la produccion de TNF a
en PBMCs de la oxysterlina 3 se da probablemente por interaccion
directa con el LPS. Evaluacion del efecto de la oxysterlinas 3 sobre la
produccion de TNF a en PBMCs estimulados con LPS en diferentes

tiempos de adiccion.

También se profundizé en el efecto de la oxysterlina 3 sobre la expresion
de TNF a en PBMCs, pero evaluando diferentes momentos de adicion del
péptido (figura 13). La oxysterlina 3 fue seleccionada debido a la menor
MIC, mayor espectro de accion y la capacidad de inhibir la expresion del

TNF-a a menor concentracion. Encontrando que:

1. La oxysterlina 3 por si sola no induce a la expresién de la citoquina
TNF-a, corroborando los resultados obtenidos en el ensayo previo
(figura 8C), ademas,

2. Cuando se pre-incuba la oxysterlina 3 con el LPS no hay una
induccién de la expresion del TNF -a.

3. Cuando se induce la expresion del TNF -a con el LPS por tres horas
y posteriormente se adiciona la oxysterlina 3, se observa una

expresion elevada del TNF -a similar al grupo control de LPS.
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4. Al realizar un pretratamiento de las células con la oxysterlina 3 por
tres horas y sin retirar el péptido se adiciona el LPS, asi como,
cuando se adicionan las dos moléculas (oxysterlina 3 y LPS) al
tiempo a las células, no hay expresion del TNF -a.

5. Cuando se incuba por 3 horas ya sea con oxysterlina 3, LPS o medio
y se lavan estas y posteriormente se adiciona la segunda
(oxysterlina 3 o LPS), en todos los casos se genera una induccion

de la expresion de la citoquina.

160+
140+

120 _E
100

TNF a(veces)

30 min antes

LPS
Ohrs oa | @3 Les)oxs|LpPs ] ps JLps | cc

3hrs LPs | ox3 | Lps | ox3

ITiempos de adicion I

l | Il Il |
Pre-incubar l Controles

Al tiempo

Figura 13. Produccion de TNFa (en veces) de PBMCs tratados con Lipopolisacarido
de E. coliy oxysterlina 3: 6,25 pg/mL en diferentes tiempos de adicion. 1. Pre-incubando
(30 min) (azul). 2. Sin retirar la primera molécula adicionada (fucsia). 3. Retirando la

primera molécula y adicionando la siguiente (amarillo). 4. Control de LPS y células con
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medio (negro).

De acuerdo con estos resultados se sabe que el péptido es incapaz de
detener la induccién del TNFa una vez ha sido estimulada por el LPS sobre
un cultivo ex vivo de PBMCs. Este efecto de inhibicion de la producciéon de
TNFa por la oxysterlina 3 en las PBMCs bajo la condicidén de que el péptido
ya esté en contacto con el LPS (pre-incubacion o adicion simultanea)
sugiere que el péptido podria estar teniendo una interaccion directa con el
LPS o con el sistema de reconocimiento del LPS (LBP / CD14 - TLR4)

(figura 14).

Esta hipdtesis a partir de los resultados obtenidos concuerda con lo
reportado por Monisha y colaboradores en el 2000, quienes demostraron
que péptidos a-hélices como el péptido CP29, tuvo la mejor capacidad para
inhibir tanto la interaccion LPS-LBP como la secrecion de TNFa inducida
por LPS en macrofagos [118]. Tal como se ha descrito en otro modelo
celular como macrofagos, donde se ha visto que algunos péptidos
antimicrobianos catidnicos pueden bloquear la activacion de estas células

inducida por LPS al unirse a este [83,114-117].
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Figura 14. Accion hipotética de la oxysterlina 3 en la modulacion de la expresion de la
citoquina TNFa por el lipopolisacarido en PBMCs humanos. OX: oxysterlina 3. LPS:
lipopolisacarido. TLR4: receptor de transmembrana tipo 4. mCD14: cluster de
diferenciacion 14 anclado a la membrana por una cola de glicosylfosfatidilinositol. MD2:

proteina asociada al TLR4. MyD88: Respuesta primaria de diferenciacion mieloide 88.

4. 3. Fase 3:

4. 3. 1. El péptido modificado [His18]JOx1NH2 se corta a los 5 min de

incubacion en suero humano. Estabilidad del péptido modificado

[His18]Ox1NH2 en suero humano.

El desarrollo de péptidos antimicrobianos para uso clinico se ha limitado
principalmente a aplicaciones topicas [140]. La aplicacién a nivel sistémico
se ha visto limitada por la degradacion proteolitica y la rapida eliminacion

de estos péptidos de la circulacion sistémica. Adicionalmente, este
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problema se agrava por los altos costos de produccion de péptidos
sintéticos, por lo cual se buscan candidatos peptidicos mas cortos
[138,139]. Por estas razones es importante evaluar la susceptibilidad
proteolitica de un HDP en las primeras etapas de desarrollo. Cualquier
secuencia de péptidos es a priori vulnerable a un tipo u otro de las diversas
exo y / o endoproteasas del suero [73]. En esta busqueda de péptidos
lineales y con potencial terapéutico nos centramos en el péptido modificado
[His18]0x1NH2, que conserva actividad antibacteriana de la oxysterlinas 3,

para evaluar su estabilidad y vida media en suero humano.

Para evaluar la estabilidad de este péptido [His18]Ox1NH2, fue necesario
identificar las condiciones de recuperacion en suero humano, lo cual se
logro6 en un tiempo de retencion de 5,4 min bajo las condiciones
cromatograficas utilizadas y se observo una susceptibilidad proteolitica
desde los primeros 5 minutos de incubacion con el suero humano (figura
15A). Asi mismo, se observa la aparicion y progresivo aumento de tres
fracciones principalmente, denominadas FR1, FR2 y FR3 con tiempos de
retencion de 5,2, 53 y 5,7 min, respectivamente. Estos picos
representativos de los fragmentos producto de la degradacién proteolitica
del péptido [His18]Ox1NH2 fueron incrementado en su intensidad a medida
que avanzaba el tiempo, principalmente para las FR 1 y 2, hasta una

ventana de observacion de 60 minutos de incubacion (figura 15B).
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Figura 15. Perfil de disminucion del péptido [His18]ox1NH2 y aumento de las fracciones 1
y 2 (FR1, FR2) hasta los 60 minutos de incubacién en suero humano. A. Cromatogramas
de los tiempos de retencion entre los 5 y 6 minutos del suero humano y el péptido
[His18]ox1NH2 en presencia de suero en diferentes tiempos (0, 5, 15, 30 y 60 min), usando
un gradiente de 0 a 95% de acetonitrilo (ACN) durante 15 minutos. FR1, FR2 y FR3
(fraccion 1, 2 y 3). B. intensidad en mUA para cada uno de los tiempos especificos de
retencion para el péptido [His18Jox1NH2, la FR1 y FR2 en los distintos tiempos de

incubacion (0 a 60 min).



Universidad
del Tolima

JIP 0

Universidad Tecnolégica
de Pereira

UNIVERSIDAD
DEL QUINDIO

Estos fragmentos (FR1, FR2 y FR3) presentaron masas teoricas de 2647,

2646 y 3692,42 Da, lo que corresponde a las secuencias FR1
(KRVKKIFEHTKEALPVVQGVVAVA), FR2 (KRWRKFEKRVKKIFEHTKEA)
y FR3 (RKFEKRVKKIFEHTKEALPVVQGVVAVATAVGR). De acuerdo a
esto se identifican 6 sitios de corte (figura 16) en el péptido
[His18]Ox1NH2; posterior al sitio de corte en el extremo N-terminal se
encontraron alrededor de residuos basicos (entre S2-K3, W5-R6 y E9-K10)
mientras que en la porcion C-terminal el corte se vio en los residuos de A22
-L23, A33 - T34 y R38 - R39. Podemos deducir que el 66% de los sitios de
corte corresponden a residuos Ky R. Las caracteristicas fisicoquimicas de

las secuencias producto de la degradacién se describen en la tabla 9.

Tabla 9. Secuencia de las fracciones 1 y 2 obtenidas a partir de la incubacion del péptido

modificado [His18]Ox1NH2 en suero humano.

Péptido Secuencia asignada Masa tedrica| aa |Carga neta| pl MIC (ug/mL)
(Da)

Oxysterlina GSKRWRKFEKRVKKIFEETKEALPVVQGVVAVA 44552 12,5
1 TAVGRR 39 +7 11,04

Oxysterlina GSKRWRKFEKRVKKVFEHTKEALPVIQGVATVV 44492 6,25
3 GAVGRR 39 +9 11,49

GSKRWRKFEKRVKKIFEHTKEALPVVQGVVAVATA| 4463,31 39

His180X1NH2|VGRR +8,25 [11,49 6,25

FR1 KRVKKIFEHTKEALPVVQGVVAVA 2647 24 +3,25 10 >100

FR2 KRWRKFEKRVKKIFEHTKEA 2646 20 +6,25 |10,64 12,5

Andlogo  |KRVKKIFEHTKEA 1613,91 13 +3,25 10 >100
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Coleocin GSKRWRKFE 1193,36 9 +3 1" >100
[His18]Ox1NH2

GS"KRW"RKFE*"KRVKKIFEHTKEA*"LPVVQGVVAVA"TAVGR"R

FR1 KRVKKIFEHTKEALPVVQGVVAVA

FR2 KRWRKFEKRVKKIFEHTKEA

FR3 RKFEKRVKKIFEHTKEALPVVQGVVAVATAVGR

Figura 16. Posibles sitios de corte del péptido modificado [His18]Ox1NH2, durante 60

minutos de incubacién en suero humano.

4. 3. 2. La fraccion 2 (FR2) obtenida tras la incubaciéon del péptido
modificado [His18]Ox1NH2 con suero humano es activa contra E. coli
ATCC 25922. Actividad antibacteriana del péptido modificado

[His18]Ox1NH?2 y las fracciones 1y 2.

A pesar de que el péptido modificado [His18]OX1NH2 es cortado por las
proteasas del suero humano, las fracciones 1 y 2 que se generan durante
la incubacion, aumentan y se mantienen estables durante los 60 minutos
de incubacion con el suero. Por lo que en esta fase se obtuvieron
sintéticamente la fraccion 1 (FR1) (KRVKKIFEHTKEALPVVQGVVAVA)y 2

(FR2) (KRWRKFEKRVKKIFEHTKEA), asi como la secuencia conservada
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entre ellas, denominado analogo[His18] (KRVKKIFEHTKEA) y la secuencia
conservada entre las tres oxysterlinas “coleocin” (GSKRWRKFE) con el fin
de analizar y comparar las caracteristicas fisicoquimicas in silico y su
actividad antimicrobiana frente a E. coli ATCC 25922 in vitro (tabla 9 y
figura 17) entre ellas y también en comparacion con los péptidos molde
(oxysterlinas 1y 3) evaluados en las fases 1y 2 de este trabajo. El péptido
modificado [His18]Ox1NH2 y la FR2 tuvieron la misma MIC contra E. coli
ATCC 25922, lo que demuestra que el extremo N-terminal que corresponde
a los aminoacidos FR2 (KRWRKFEKRVKKIFEHTKEA) son esenciales

para la actividad antimicrobiana de las oxysterlinas y sus analogos.

20

|

Oxysterlina 1 GSKRWRKEER RURENEEETE EANPNNGGHEE ANATANGRR
Oxysterlina 3 GSKRWRKEER RUEEMEEHTE EABPNEGGNA THNGANGERR
His180XINH2 GSKRWREEEE RNEENEEHRTE EABPNNCOGHN ANATANGRR
Goloncin'' NN & - ccouaccosccon etz oSG Weavel Si@e el sGOSRS 2
FRT - -------- K RUEENEEATE EANPHNMOGHN ANA------

Analogo - - - - - - - - - § REEENEEATE BA- - - - ---- - --------

FR2 - - KRWRENEN BUEENEEATE BA-- - - ---- ---------

Consensus GSKRWRKFEK RVKKIFEHTK EALPVVQGVV AVA------
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—

Figura 17. Alineamiento entre las secuencias oxysterlinas 1, 3, péptido modificado

[His18]Ox1NH2, FR1, FR2, analogoFR y coleocina.

La actividad diferencial entre FR1 y FR2 podria estar atribuida a la
diferencia en la superficie hidrofilica entre la FR1 y FR2, la cual es mas
amplia en la FR2 y se puede observar tanto en el diagrama de hélice como
en la prediccion estructural (residuos en azul) en comparacion con la FR1

que no tiene una superficie hidrofilica tan marcada (figura 18).
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Figura 18. Diagrama de hélice y prediccion estructural de FR1 y FR2. A. Fraccion 1 (FR1)
(KRVKKIFEHTKEALPVVQGVVAVA). B. Fraccion 2 (FR2)

(KRWRKFEKRVKKIFEHTKEA).

5. Conclusiones

o Las oxysterlinas 1, 2 y 3 son péptidos catidnicos, con estructura alfa
hélice, de la familia de las cecropinas.

o Se determin6 que las oxysterlinas 1, 2 y 3 son activas frente a
bacterias Gram negativas con MICs entre 3,12 y 50 pg/mL y Gram
positivas a MICs entre 12,5y 50 pg/mL.

o Sedetermind que oxysterlinas 1, 2 y 3 tienen una actividad citotoxica
en células Vero, PBMCs y eritrocitos humanos en concentraciones
entre 62,5y 500 ug/mL.

e Las oxysterlinas 1 y 3 inducen el cierre de heridas in vitro en un
modelo de queratinocitos humanos.

o Se determind que la oxysterlina 3 inhibe la produccion de TNFa en

PBMCs estimulados con LPS.
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e La presencia del residuo H18 es uno de los determinantes de la
actividad antimicrobiana de las oxysterlinas.

e ElI extremo N-terminal (KRWRKFEKRVKKIFEHTKEA) de las
oxysterlinas es determinante para la actividad antimicrobiana de los

péptidos.

6. Produccion bibliografica

A partir del presente proyecto surgieron dos trabajos de pregrado titulados
“EVALUACION IN VITRO DE LOS PEPTIDOS LUCILINA, OXYSTERLINA
1 Y 3 EN LOS PROCESOS DE MIGRACION CELULAR Y
ANGIOGENESIS’ desarrollado por la estudiante Jessica Alejandra Palacio
y el trabajo “OPTIMIZACION DE UN METODO PARA EVALUAR LA
ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA IN VITRO EN MICROVOLUMENES Y SU
IMPLEMENTACION PARA EVALUAR DOS PEPTIDOS DE DEFENSA
DEL HOSPEDERO”, desarrollado por la estudiante Juliana Franco
Castrillén, ambos trabajos dirigidos por la estudiante de doctorado de esta

propuesta de investigacion Lily Johana Toro Segovia.

Parte de los resultados de la presente investigacibn se encuentran
publicados en la revista PlosOne con el articulo titulado “Identification and
characterization of novel cecropins from the Oxysternon conspicillatum
neotropic dung beetle” [77] y se desarroll6 el preprint Identification of new

insect Host Defense Peptides (HDP) from Dung Beetles (Coleoptera:
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Scarabaeidae) transcriptomes [79].

Ademas, a partir de los resultados de este proyecto surgieron propuestas
de investigacion de proyectos actualmente activos y financiados por
Minciencias con los titulos “Bioprospeccién de péptidos antimicrobianos en
escarabajos coprofagos del paisaje cultural cafetero” convocatoria 744-
2016 y codigo 111374455390 y el proyecto “Desarrollo de nuevos péptidos
antimicrobianos a partir de péptidos de defensa del hospedero (HDPs) de
coleopteros de la familia Scarabaeidae y su evaluacion frente a
microorganismos causantes de infecciones asociadas a la atencion en

salud” convocatoria 844-2019 y codigo 111384466847.

Segundo lugar en el concurso de trabajos completos en el marco del XIi
encuentro nacional de investigacion en enfermedades infecciosas y el |l
encuentro andino de enfermedades infecciosas. Llevado a cabo el 25 y 26

de septiembre del presente afo (anexo S4).
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7. Recomendaciones

e Profundizar en la actividad antimicrobiana y mecanismo de accion
por microscopia electronica (tratando de visualizar cambios
estructurales en superficie), por microscopia confocal (marcar el
péptido), tratar de ver interaccion del péptido con componentes de
las membranas bacterianas y/o eucariotas.

e Evaluacién en modelo de infeccion animal. Continuar la evaluacion
de la oxysterlina 3 y FR2 en un modelo de infeccién animal de E. coli
y de heridas in vivo.

e Evaluar la interaccion LPS-OX3 por medio de un ensayo de
neutralizacion de LPS. Evaluar la actividad inmunomoduladora de
las oxysterlinas por medio de la cuantificacion de diferentes
citoquinas que permitan caracterizar la modulacioén de la respuesta
inmune de estos péptidos.

¢ Realizar modificacion de residuos en las secuencia de los péptidos
(oxysterlina 3 y FR2) para lograr péptidos mas cationicos que vayan
direccionados a mejorar la actividad antimicrobiana.

e Evaluar la susceptibilidad de bacterias resistentes a otros péptidos
cationicos frente a la oxysterlinas 1, 2y 3.

e Evaluar la interaccion de las oxysterlinas con antibidticos
convencionales en la actividad antimicrobiana por medio de ensayos

como checkboard.
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¢ Profundizar en la actividad cicatrizante de los péptidos por medio de
la medicion de genes involucrados en los procesos de migracion
tales como EGF-R, FPRL-1, entre otros.
e Optimizar un método de produccién de estos péptidos de forma
recombinante.
e Desarrollar un anticuerpo policlonal de estos péptidos para adelantar
estudios de farmacocinética en un modelo animal.
e Realizar un disefio de péptidos
direccionados para mejorar la
estabilidad en el suero humano,
como el uso de D-aminoacidos,
ciclacion 'y conjugacidn en

nanoparticulas.
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Responsable: Lily Johanna Toro Segovia
Fecha de elaboracion: 20/08/2014

Ficha de banco de células.

ESCHERICHIA COLI ATCC 25922

Fecha

20/08/2014

Nombre cientifico

Escherichia coli Serotype O6, Biotype 1

Referencia catalogo

ATCC: 25922

Ubicacion dentro del laboratorio

Freezer viejo caja cepario

Origen de la célula. (aislado clinico, banco de células, donacion)

Donacién Hospital San Juan De Dios

Caracteristicas morfoldgicas.

Bacilo Gram negativo

caracteristicas genéticas

AX110212 Sequence 945 from Patent WO0123604; AX110242 Sequence 975 from Patent WO0123604. AX111547 Sequence 2280 from Patent WO0123604.

X80724 E. coli (ATCC 25922) gene for 16S rRNA. AF038431 Escherichia coli DNA gyrase A (gyrA) gene, partial cds.

condiciones 6ptimas de cultivo y replicacién

Raspar la superficie del hielo del cultivo con asa estéril y plaguearlo en caja de Petri con medio tripticasa de soya
e incubar 37°C. (ATCC» Medium 18: Trypticase Soy Agar/Broth).

antibiograma si es necesario

Utilizada como control para la sensibilidad a los antibiéticos.

pase numero del primer aislado guardado en el laboratorio

Desconocido

Técnicas estandarizadas en el laboratorio con las cuales se usa esta célula

Evaluacion de actividad antimicrobiana.

Precauciones especificas de uso

convencionales.

Riesgos y nivel de bioseguridad

| (NO patdgeno).

Medidas de proteccion personal ambiental.

Bata, tapabocas, guantes

En caso de accidente que se debe hacer.

Lave con abundante agua, no induzca vomito, no contiene productos toxicos.
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Responsable: Lily Johanna Toro Segovia
Fecha de elaboracién: 20/08/2014

Ficha de banco de células.

KLEBSIELLA KPC

Fecha

20/08/2014

Identificacion

Tubo 1.1-1.2-1.3-1.4

Nombre cientifico

Klebsiella pneumoniae

Referencia catalogo

ATCC: BAA1705

Ubicacion dentro del laboratorio

Freezer viejo caja cepario

Origen de la célula. (aislado clinico, banco de células, donacion)

Donaciéon Hospital San Juan De Dios

Caracteristicas morfoldgicas.

Bacilo Gram negativo

caracteristicas genéticas

carbapenem-hydrolyzing beta-lactamase (blaKPC-2) gene (blaxect/blanow-)

condiciones dptimas de cultivo y replicacién

Raspar la superficie del hielo del cultivo con asa estéril y plaguearlo en caja de Petri con medio tripticasa de soya
e incubar 37°C. (ATCC» Medium 18: Trypticase Soy Agar/Broth).

antibiograma si es necesario

Resistente a los carbapenems (Imipenem and Ertapenem)

pase numero del primer aislado guardado en el laboratorio

Desconocido

Técnicas estandarizadas en el laboratorio con las cuales se usa esta célula

Evaluacion de actividad antimicrobiana.

Precauciones especificas de uso

Doble guante y bata de bioseguridad no usar objetos corto punzantes para manipular, manipular en cabina de
bioseguridad nivel Il.

Riesgos y nivel de bioseguridad

Il (patogeno).

Medidas de proteccion personal ambiental.

Bata, tapabocas, doble guante

En caso de accidente que se debe hacer.

Lave con abundante agua, no induzca vomito, no contiene productos toxicos.
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Responsable: Diana Carolina Henao
Fecha de elaboracién: 03/03/2015

Ficha de banco de células.

STAPHYLOCOCCUS SAPROPHYTICUS

Fecha

25/02/2015

Identificacion

Tubo 9

Nombre cientifico

Staphylococcus saprophyticus

Referencia catalogo

Ubicacion dentro del laboratorio

Freezer viejo caja cepario

Origen de la célula. (aislado clinico, banco de células, donacion)

Aislado clinico donado por Hospital San Juan de Dios

Caracteristicas morfoldgicas.

Bacteria Gram posistiva

caracteristicas genéticas

Productor de betalactamasa

condiciones 6ptimas de cultivo y replicacién

Raspar la superficie del hielo del cultivo con asa estéril y plaguearlo en caja de Petri con medio Mueller Hinton e
incubar 37°C.

antibiograma si es necesario

Resistente a meticilina, Ampicilina R R, Clindamicina >2 R >2 R, daptomicina >4 N <=1 S, Eritromicina >4 R> 4R,
Linezolida >4 N >4 N, Minociclina >8 R >8 R, oxacilina >2 R 0,5 R, penicilina G R R, Rifampicina >2 R<=5§,
tetraciclina >8 R >8 R, trimetroprim-sulfametoxazol <=0,5/9,5 S <=0,5/9,5 S.

pase numero del primer aislado guardado en el laboratorio

Desconocido

Técnicas estandarizadas en el laboratorio con las cuales se usa esta célula

Evaluacion de actividad antibacteriana

Precauciones especificas de uso

Doble guante y bata de bioseguridad no usar objetos corto punzantes para manipular

Riesgos y nivel de bioseguridad

Il (patogeno).

Medidas de proteccion personal ambiental.

Bata, tapabocas, doble guante.
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En caso de accidente que se debe hacer.

Lave con abundante agua, no induzca vomito, no contiene productos toxicos.

Responsable: Diana Carolina Henao
Fecha de elaboracién: 03/03/2015

Ficha de banco de células.

STAPHYLOCOCCUS AUREUS 02180344

Fecha

25/02/2015

Identificacion

Tubo 10

Nombre cientifico

Staphylococcus aureus

Referencia catalogo

Ubicacion dentro del laboratorio

Freezer viejo cepario

Origen de la célula. (aislado clinico, banco de células, donacion)

Aislado clinico donado por Hospital San Juan de Dios

Caracteristicas morfoldgicas.

Bacteria Gram positiva

caracteristicas genéticas

Productor de betalactamasa

condiciones 6ptimas de cultivo y replicacién

Raspar la superficie del hielo del cultivo con asa estéril y plaguearlo en caja de Petri con medio Mueller Hinton e
incubar 37°C

antibiograma si es necesario

Cefazolina <=2 S, clindamicina <=0,5 S, Daptomicina <=1 S, Eritromicina <=0,5 S, linezolida <= 1 S, minociclina <=1
S, oxacilina <=0,25 S, penicilina G > 1 R, quinupristina-dalfopristina <= 0,5 S, rifampicina <=0,5 S, tetraciclina > 8 R,
trimetroprim-sulfametoxazol >2/38 R, vancomicina 1 S.

pase numero del primer aislado guardado en el laboratorio

Desconocido

Técnicas estandarizadas en el laboratorio con las cuales se usa esta célula

Evaluacion de actividad antibacteriana

Precauciones especificas de uso

Doble guante y bata de bioseguridad no usar objetos corto punzantes para manipular

Riesgos y nivel de bioseguridad

Il (patogeno).
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Medidas de proteccion personal ambiental.

Bata, tapabocas, doble guante.

En caso de accidente que se debe hacer.

Lave con abundante agua, no induzca vomito, no contiene productos toxicos.

Responsable: Diana Carolina Henao
Fecha de elaboracién: 03/03/2015

Ficha de banco de células.

STAPHYLOCOCCUS AUREUS 02180345

Fecha

25/02/2015

Identificacion

Tubo 11

Nombre cientifico

Staphylococcus aureus

Referencia catalogo

Ubicacion dentro del laboratorio

Freezer viejo, caja cepario

Origen de la célula. (aislado clinico, banco de células, donacién)

Aislado clinico donacidn hospital san juan de Dios

Caracteristicas morfoldgicas.

Gram positivo

caracteristicas genéticas

Productor de betalactamasa

condiciones 6ptimas de cultivo y replicacién

Raspar la superficie del hielo del cultivo con asa estéril y plaguearlo en caja de Petri con medio Mueller Hinton e
incubar 37°C

antibiograma si es necesario

Cefazolina <=2 S, clindamicina <=0,5 S, Daptomicina <=1S, Eritromicina <=0,5 S, linezolida <=1 S, minociclina <=1
S, oxacilina <=0,25 S, penicilina G > 1 R, quinupristina-dalfopristina <= 0,5 S, rifampicina <=0,5 S, tetraciclina <=0,5
S, trimetroprim-sulfametoxazol <0,5/9,5 S, vancomicina 1 S.

pase numero del primer aislado guardado en el laboratorio

Desconocido

Técnicas estandarizadas en el laboratorio con las cuales se usa esta célula

Evaluacién ensayo de actividad antibacteriana

Precauciones especificas de uso

Doble guante y bata de bioseguridad no usar objetos corto punzantes para manipular
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Riesgos y nivel de bioseguridad

Il (patogeno).

Medidas de proteccion personal ambiental.

Bata, tapabocas, doble guante.

En caso de accidente que se debe hacer.

Lave con abundante agua, no induzca vomito, no contiene productos toxicos.

Responsable: Lily Johanna Toro Segovia
Fecha de elaboracién: 22/08/2014

Ficha de banco de células.

Pseudomona aeruginosa PA 105663

Fecha

22/08/2014

Identificacion

Nombre cientifico

Referencia catalogo

Ubicacion dentro del laboratorio

Origen de la célula. (aislado clinico, banco de células, donacién)

Caracteristicas morfoldgicas.

caracteristicas genéticas

condiciones dptimas de cultivo y replicacién

Raspar la superficie del hielo del cultivo con asa estéril y plaquearlo en caja de Petri como medio LB+ampicilina
50-75pug/ml e incubar 37°C.

antibiograma si es necesario

pase numero del primer aislado guardado en el laboratorio

Técnicas estandarizadas en el laboratorio con las cuales se usa esta célula

Precauciones especificas de uso

Riesgos y nivel de bioseguridad
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Medidas de proteccion personal ambiental.

En caso de accidente que se debe hacer.

Lave con abundante agua, no induzca vomito, no contiene productos toxicos.

Responsable: Lily Johanna Toro
Fecha de elaboracién: 22/08/2014

Ficha de banco de células.

ESCHERICHIA COLI BL21 PLASMIDO OXYSFENSINA1

Fecha

22/08/2014

Identificacion

C1,C2,C3,C4,C5,C6, referente a colonia1, 2, 3,4,5y 6.

Nombre cientifico

Escherichia coli BL21 con plasmido Oxysfensinal.

Referencia catalogo

Ubicacion dentro del laboratorio

Freezer caja blanca marcada con escarabajos

Origen de la célula. (aislado clinico, banco de células, donacion)

Proyecto 579 (escarabajos UQ convocatoria interna)

Caracteristicas morfoldgicas.

Bacilo Gram negativo

caracteristicas genéticas

E. coli BF, ompT, hsdS (rg8’, mg’), gal, plasmido pEXP5-ct TOPO TA —OXYSFENSINAA1.

condiciones dptimas de cultivo y replicacién

Raspar la superficie del hielo del cultivo con asa estéril y plaguearlo en caja de Petri con medio LB+ampicilina 50-
75ug/ml e incubar 37°C.

antibiograma si es necesario

Resistente a la ampicilina

pase numero del primer aislado guardado en el laboratorio

1

Técnicas estandarizadas en el laboratorio con las cuales se usa esta célula

Produccion de proteina recombinante Oxysfensinal con cola de histidinas

Precauciones especificas de uso

Basicas.
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Riesgos y nivel de bioseguridad

| (NO patogéno)

Medidas de proteccion personal ambiental.

Basicas (bata, guantes, gafas) inactivar con hipoclorito.

En caso de accidente que se debe hacer.

Lave con abundante agua, no induzca vomito, no contiene productos toxicos.




Tabla S2. P-valores obtenidos tras la comparacion estadistica de las oxysterlinas versus el
control de células frente a células Vero, PBMCs humanos y eritrocitos humanos.

Células Vero Oxysterlina 1 p-valor Mean Diff IC (95%)
0.00 vs 250(0,0100 13,79 (2,723 to
24,86)
pug/mL
Oxysterlina 3
0.00 vs | 0,0406 13,92 0,4465 to
250pg/mL 27,39.
PBMCs Oxysterlina 3:
0.00 vs 250 |0,0057 25,22 2,197 to0 48,24.
pug/mL
0.00 vs 500 |0,0132 28,18 5,165 to 51,20.
Hg/mL;
Oxysterlina 1:
0.00 vs | 0,0009 -5,804 -9,436 to -
62,5ug/mL; 2172.
Oxysterlina 3:
0.00 Vs | <0,0001 -51,30 -71,04 to -
500pg/mL,; 31,55.




Eritrocitos Oxysterlina 1
humanos

0.00 Vs 62,5] (p-valor

ug/mL 0,0009)

Oxysterlina 3

0.00 Vs 250 | (p-valor

ug/mL 0,0406)
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==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

C:\LabSolutions\Data\usuaris\Lily\Oxysterlina1\Oxysterlina1 30a60en15 LC2 puro.lcd

Acquired by : Admin

Sample Name : Oxysterlina1
Sample ID : Oxysterlina1

Tray# 1

Vail # 191

Injection Volume :15uL

Data File Name : Oxysterlina1 30a60en15 LC2 puro.lcd
Method File Name : 30a60en15.lcm
Batch File Name :

Report File Name : Default.lcr

Data Acquired :21/11/2018 16:55:21
Data Processed :21/11/2018 17:16:11
<Chromatogram>

v C:\LabSolutions\Data\usuaris\Lily\Oxysterlina1\Oxysterlina1 30a60en15 LC2 puro.lcd
m

Det.A Ch1

1.809

0.0 25 5.0 7.5 10.0 12.5- 15.0 175 200
1 Det.A Ch1/220nm min

Escaneado con CamS«



GPMAW?32 8.10 sr.1

Sequence: Oxysterlinat

Sequence information

File origin: New sequence Pos: 0

Average mass (Da): 4454,2942
Monoisotopic mass (Da): 4451,5870
Molar ext. coeff. (280nm): 5690
Molar absorbance (280nm) : 1,277

Theoretical p! (SS/SH): (1) 11,55/11,55 (2) 11,62 /11,62 (3) 11,44 /11,44

Number of residues: 39
Number of cross-links: 0
Sequence Offset: 0

Number of chains: 1
Underlined residues: 0 [0,0%]

11811172018]

Positively charged ion series

Ch. Average Monolso.
MH1+ 4455.3014 4452.5943
MH2+ 2228.1544 2226.8008
MH3+ 1485.7720 1484.8696
MH4+ 1114.5808 1113.9040
MH5+ 891.8661 891.3247

MHG6+ 743.3896 742.9384
MH7+ 637.3350 636.9483
MH8+ 557.7940 557.4557
MHO+ 495.9288 495.6281
MH10+ 446.4367 446.1660

MH11+ 405.9431 405.6970
MH12+ 372.1985 371.9729
MH13+ 343.6453 343.4370
MH14+ 319.1711 318.9778
MH15+ 297.9602 297.7797

MH16+ 279.4007 279.2315
MH17+ 263.0246 262.8653
MH18+ 248.4681 248.3177
MH19+ 235.4438 235.3013
MH20+ 223.7220 223.5866

Ch.
MH21+
MH22+
MH23+
MH24+
MH25+

MH26+
MH27+
MH28+
MH29+
MH30+

MH31+
MH32+
MH33+
MH34+
MH35+

MH36+
MH37+
MH38+
MH39+
MH40+

Average
213.1165
203.4752
194.6722
186.6029
179.1790

172.3263
165.9811
160.0892
154.6036
149.4837

144.6942
140.2040
135.9859
132.0159
128.2728

124.7377
121.3936
118.2255
115.2199
112.3646

Monolso.
212.9876
203.3521
194.5545
186.4901
179.0708

172.2222
165.8809
159.9925
154.5103
149.3935

144.6069
140.1194
135.8039
131.9363
128.1955

124.6625
121.3204
118.1543
115.1505
112.2970

csCdiiedduo CoIll udl

(
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—=== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

C:\LabSolutions\Data\usuaris\Lily\OX3amida 20a50en15 puro LC2.Icd

Acquired by : Admin

Sample Name : ox3amida

Sample ID : ox3amida

Tray# 01

Vail # ;61

Injection Volume :10uL

Data File Name : OX3amida 20a50en15 puro1 LC2.lcd
Method File Name : 20a50en15.lcm
Batch File Name :

Report File Name : Default.lcr

Data Acquired :30/10/2018 13:22:52

Data Processed : 30/10/2018 13:42:25

<Chromatogram>

C:\LabSolutions\Data\usuaris\Lily\OX3amida 20a50en15 puro1 LC2.Icd

mV e
400 2 Det.A Cht
] o
300+
200
100+
4 o
1 g 2] ~ P~ [} o] @D [ %O §§
] 8 § 8 8§ e zg 9§ & & 3 g%zt ¢7
o i, &8 FN L §F Ba g2F 2?5 R EREg
" ™ Ji (i I == il o T
e e
0.0 25 5.0 75 10.0 12.5 15.0 17.5
min

1 Det.A Ch1/220nm

C:\LabSolutions\Data\usuaris\Lily\OX3amida 20a50en15 puro‘ LC2.lcd

cSCdiieduo Corll

(



GPMAWS32 8.10 sr.1 Sequence information

|
. Sequence: Ox3 amida

L&V

(LA e |

File origin: New sequence Pos: 0

Average mass (Da): 4448,2929

Monoisotopic mass (Da): 44455877

Molar ext. coeff. (280nm): 5690

Molar absorbance (280nm) : 1,279

Theoretical pl (SS/SH): (1) 12,00 /12,00 (2) 12,01 /12,01 (3) 11,96 /11,96
Number of residues: 39 Number of chains: 1

Number of cross-links: 0 Underlined residues: 0 [0,0%)]

Sequence Offset: 0

Positively charged ion series

Ch. Average Monolso. Ch. Average
MH1+ 4449.3002 4446.5949 MH21+ 212.8307
MH2+ 2225.1537 2223.8011 MH22+ 203.2024
MH3+ 1483.7716 1482.8698 MH23+ 194.4113
MH4+ 1113.0805 1112.4042 MH24+ 186.3528
MH5+ 890.6659 890.1248 ¢ MH25+ 178.9390
MH6+ 742.3894 741.9386 MH26+ 172.0955
MH7+ 636.4777 636.0912 ¢ MH27+ 165.7589
MHB8+ 557.0439 556.7057 ¢ MH28+ 159.8749
MH9+ 495.2620 494.9615 MH29+ 154.3967

MH10+ 445.8366 445.5660 MH30+ 149.2837
MH11+ 405.3975 405.1516 MH31+ 144.5006
MH12+ 371.6983 371.4729 MH32+ 140.0164
MH13+ 343.1837 342.9756 MH33+ 135.8040
MH14+ 318.7425 318.5493 MH34+ 131.8394
MH15+ 297.5601 297.3798 MH35+ 128.1014
MH16+ 279.0256 278.8565 MH36+ 124.5710
MH17+ 262.6716 262.5124 MH37+ 121.2314
MH18+ 248.1347 247.9844 MH38+ 118.0676
MH19+ 235.1280 234.9856 MH39+ 115.0661
MH20+ 223.4219 223.2867 MH40+ 112.2146

Monolso.
212.7019
203.0794
194.2937
186.2401
178.8308

171.9914
165.6587
159.7783
154.3034
149.1935

144.4133
139.9319
135.7221
131.7599
128.0241

124.4958
121.1583
117.9964
114.9967
112.1470

ESCaNeau0 com Canise
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==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====
C:\LabSolutions\Data\usuaris\Lily\His 180X 1amida 20a50en15 puro1.lcd
Acquired by : Admin
Sample Name : His180X1amida
Sample ID : His180X1amida
Tray# 1
Vail # 147
Injection Volume :10uL
Data File Name : His180X1amida 20a50en15 puroi.lcd
Method File Name 1 20a50en15.lem
Batch File Name <
Report File Name : Default.lcr
Data Acquired 126/10/2018 12:29:12
Data Processed 1 26/10/2018 12:55:15
<Chromatogram>
C:\LabSolutions\Data\usuaris\Lily\His18 0X1amida 20a50en15 puro1.lcd
mV B
] Q Det.A Ch1l
1 ©
«©
300+
200+
100 3
9 b
1 R - AT PReT OB , ™ o
1 23 e owm3 ggly o8 et s G 3
1 ’gm oy m:— @ g_ M~ s e LI
OrF— Tt ﬂrth‘}r—ﬂ;ﬁg f
[ I T '
0 5 10 15 20 25

1 Det.A Ch1/220nm

C:\LabSolutions\Data\usuaris\Lily\His 180X 1amida 20a50en15 puro1.lcd

ESCATTET00 COT GO o



SPMAW32 8.10 sr.1 Sequence information

Sequence: his18 ox1 amida

[23/10/2018]

File origin: New sequence Pos: 0

Average mass (Da): 4462,3198

Monoisotopic mass (Da): 4459,6033

Molar ext. coeff. (280nm): 5690

Molar absorbance (280nm) : 1,275

Theoretical pl (SS/SH): (1) 12,00/12,00 (2) 12,01 /12,01 (3) 11,96 /11,96
Number of residues: 39 Number of chains: 1

Number of cross-links: 0 Underlined residues: 0 [0,0%)

Sequence Offset: 0

Positively charged ion series

Ch. Average Monolso. Ch. Average
MH1+ 4463.3270 4460.6106 MH21+ 213.4987
MH2+ 2232.1672 2230.8089 MH22+ 203.8400
MH3+ 1488.4472 1487.5417 MH23+ 195.0212
MH4+ 1116.5872 1115.9081 MH24+ 186.9373
MH5+ 893.4712 ¢ 892.9279 MH25+ 179.5001
MH6+ 7447272 ¢ 7442745 MH26+ 172.6350
MH7+ 638.4815+ 638.0935 - MH27+ 166.2784
MH8+ 558.7972 558.4577 MH28+ 160.3758
MH9+ 496.8206 496.5188 MH29+ 154.8804

MH10+ 4472393 446.9676 MH30+ 149.7513
MH11+ 406.6727 406.4258 MH31+ 144.9531
MH12+ 372.8673 372.6409 MH32+ 140.4548
MH13+ 344.2626 344.0537 MH33+ 136.2291
MH14+ 319.7444 319.5504 MH34+ 132.2520
MH15+ 298.4953 298.3142 MH35+ 128.5021
MH16+ 279.9023 279.7325 MH36+ 124.9606
MH17+ 263.4967 263.3369 MH37+ 121.6105
MH18+ 248.9139 248.7630 MH38+ 118.4367
MH19+ 235.8662 235.7232 MH39+ 115.4257
MH20+ 224.1233 223.9874 MH40+ 112.5653

Monolso.
213.3693
203.7165
194.9031
186.8241
179.3914

172.5305
166.1778
160.2788
154.7867
149.6607

144.8654
140.3699
136.1468
132.1721
128.4245

124.8851
121.5371
118.3653
115.3561
112.4974

CS
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==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====
C:\LabSolutions\Data\usuaris\Lily\His 180x 1 NH2\analogos\2-His 18 0x1NH2\2-His180x1NH2 puro.lcd
Acquired by : Admin
Sample Name : 2-His180x1NH2 puro
Sample ID 1 2-His180x1NH2 puro
Tray# 1
Vail # 1 61
Injection Volume :10uL
Data File Name : 2-His180x1NH2 puro.lcd
Method File Name : 5a40en15.lcm
Batch File Name :
Report File Name : Default.lcr
Data Acquired 1 11/02/2019 14:25:19
Data Processed 1 11/02/2019 14:40:57
<Chromatogram>
mV
3 Det.A Ch1
o
1250
1000
750
500
250
) J =
Oj;d\, {—f—L .
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T —
0.0 2.5 5.0 75 10.0 12.5 15.0
min
1 Det.A Ch1/220nm
PeakTable
Detector A Chl 220nm
Peak# Ret. Time Area Height Area %
1 8.036 11544972 1367122 87.897
2 8.292 1589757 105565 12.103
Tota 13134729 1472688 100.000

C:\LabSolutions\Data\usuaris\Lily\His 180x1NH2\analogos\2-His 180x 1NH2\2-His 180x1NH2 puro.icd

cSCdiedduo COIll udlill



GPMAWS32 8.10 sr.1 Sequence information (08/02/2019)]

Sequence: 2-His180x1NH2

File origin: New sequence Pos: 0

Average mass (Da): 2644,1672

Monoisotopic mass (Da): 2642,5398

Molar ext. coeff. (280nm): 5690

Molar absorbance (280nm) : 2,152

Theoretical pl (SS/SH): (1) 11,14 /11,14 (2) 11,28 /11,28 (3) 10,96 /10,96

Number of residues: 20 Number of chains: 1

Number of cross-links: 0 ~ Underlined residues: 0 [0,0%)]

Sequence Offset: 0

Positively charged ion series

Ch. Average Monolso. Ch. Average Monolso.

MH1+ 2645.1744 2643.5470 MH21+ 126.9200 126.8425

MH2+ 1323.0909 1322.2772 MH22+ 121.1967 121.1227

MH3+ 882.3963 881.8539 MH23+ 115.9711 115.9003

MH4+ 662.0491  661.6422 MH24+ 111.1809 111.1131

MH5+ 529.8407 » 529.5152 MH25+ 106.7740 106.7089

MH6+ 441.7018 ¢  441.4306 MH26+ 102.7060 102.6434

MH7+ 378.7454 378.5130 MH27+ 98.9394 98.8791

MH8+ 331.5282 331.3247 MH28+ 95.4418 95.3837

MH9+ 294.8036 294.6228 MH29+ 92.1855 92.1293
MH10+ 265.4240 265.2613 MH30+ 89.1462 89.0919
MH11+ 241.3861 241.2382 MH31+ 86.3030 86.2505
MH12+ 221.3545 221.2189 MH32+ 83.6375 83.5866
MH13+ 204.4048 204.2796 MH33+ 81.1336 81.0842
MH14+ 189.8764 189.7601 MH34+ 78.7769 78.7290
MH15+ 177.2851 177.1766 MH35+ 76.5549 76.5084
MH16+ 166.2677 166.1660 MH36+ 74.4564 74.4112
MH17+ 156.5465 156.4508 MH37+ 72.4713 72.4273
MH18+ 147.9055 147.8150 MH38+ 70.5906 70.5478
MH19+ 140.1740 140.0883 MH39+ 68.8064 68.7647
MH20+ 133.2156 133.1343 MH40+ 67.1115 67.0708
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GPMAWS32 8.10 sr.1

Sequence: coleocin

Sequence information

[12/02/2019)

File origin: New sequence Pos: 0

Average mass (Da): 1192,3890
Monoisotopic mass (Da): 1191,6625
Molar ext. coeff. (280nm): 5690
Molar absorbance (280nm) : 4,772

Theoretical pl (SS/SH): (1) 11,52 /11,52 (2) 11,59 /11,59 (3) 11,40 /11,40

Number of residues: 9
Number of cross-links: 0
Sequence Offset: 0

Number of chains: 1
Underlined residues: 0 [0,0%]

Positively charged ion series

Ch. Average Monolso.
MH1+ 1193.3963 1192.6698
MH2+ 597.2018 « 596.8385
MH3+ 398.4703 ¢  398.2281
MH4+ 299.1045,  298.9229
MH5+ 239.4851 239.3398

MHG6+ 199.7388 199.6177
MH7+ 171.3486 171.2448
MH8+ 150.0559 149.9651
MH9+ 133.4949 133.4142
MH10+ 120.2462 120.1735

MH11+ 109.4063 109.3402
MH12+ 100.3730 100.3125

MH13+ 92.7295 92.6736
MH14+ 86.1779 86.1260
MH15+ 80.4999 80.4514
MH16+ 75.5316 75.4862
MH17+ 71.1478 71.1051
MH18+ 67.2511 67.2107
MH19+ 63.7646 63.7264
MH20+ 60.6267 60.5904

Ch.
MH21+
MH22+
MH23+
MH24+
MH25+

MH26+
MH27+
MH28+
MH29+
MH30+

MH31+
MH32+
MH33+
MH34+
MH35+

MH36+
MH37+
MH38+
MH39+
MH40+

Average
57.7877
55.2068
52.8503
50.6902
48.7028

46.8684
45.1698
43.5926
42.1241
40.7536

39.4714
38.2694
37.1403
36.0775
35.0755

34.1292
33.2340
32.3859
31.5814
30.8170

Meonolso.
57.7531
55.1738
52.8187
50.6599
48.6738

46.8404
45.1429
43.5667
42.0991
40.7294

39.4480
38.2467
37.1183
36.0562
35.0548

34.1090
33.2144
32.3668
31.5627
30.7988
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Abstract

Dung beetles are exposed to a complex microbiological ecosystem during their life cycle.
Characterization of novel host-defense peptides (HDP) is essential to understanding the
host innate immune response in insects. It constitutes a promising alternative to look for
new therapeutic agents against pathogenic microbes. We identified four new HDP, Oxyster-
lins 1, 2, 3, and 4 from the transcriptome of the Oxysternon conspicillatum dung beetle.
These HDP display a highly conserved signal peptide and a mature peptide, characterized
by an overall positive charge (cationic) (pl: 10.23—11.49), a hydrophobic ratio (PH: 35—41),
and amphipathicity. Oxysterlins 1, 2, and 3 have a linear a-helix structure, whilst Oxysterlin
4 has a mixture of both a-helix and B-sheet structures without disulfide bonds through bioin-
formatics prediction and circular dichroism. Oxysterlins are part of the cecropin family group
in an exclusive clade related to beetle cecropins. They have predominant antimicrobial
activity against Gram-negative bacteria, including multidrug resistant strains (3.12—50 ug/
mL) measured by plate microdilution. Their kinetics, in a time-killing curve showed concen-
tration-dependent bactericidal activity. Furthermore, these HDP have low toxicity against
human erythrocytes (62.5-500 pug/mL) and Vero cells (250-500 pg/mL). This article
describes new HDP of the cecropin family from the Oxysternon conspicillatum dung beetle,
with antimicrobial activity against multidrug resistant bacteria and low toxicity.

Introduction

There is an urgent need to search for new antimicrobial agents; indiscriminate use of antibiotic
therapy, as well as decreased research and development of new active antibiotics against resis-
tant organisms are leading to a public health crisis [1]. The emergence of resistance to last-resort
drugs, like third-generation cephalosporins, is fast outpacing the development of alternative
treatments and will influence on the burden of disease, like E. coli (ESBL and fluoroquinolone-
resistant), which is a growing global concern with a reported two-fold increase in all-cause
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mortality. For Klebsiella pneumoniae infections with third-generation cephalosporin resistance,
there is a significant increase in bacterium-attributable mortality [2].

Antimicrobial cationic peptides are innate host defense molecules effective against bacteria
(Gram-positive, Gram-negative), fungi (yeasts and filamentous), parasites, and-in some
cases—enveloped viruses [3]. In insects, a diversity of broad-spectrum antimicrobial peptides
are rapidly synthetized and secreted by the fat body and hemocytes upon contact with different
microorganisms [4-6]. The genes encoding them are mainly activated in the fat body and
hemocytes [7]. Within this diversity of peptides, cecropins are a family of 3-4 kDa, cationic,
alpha helix, amphipathic peptides [8-10]. These molecules are devoid of cysteine residues and
contain two distinctive helical segments: a strongly basic N-terminal domain and a long
hydrophobic C-terminal helix, linked by a short hinge [11].

Invertebrates have become an important target group to look for these effector molecules.
Among the Coleoptera family, seven HDP of different families have been isolated from five
species, Zophobas atratus [12,13]; Tenebrio molitor (Cucujoidea) [14-16]; Holotrichia diom-
phalia [17]; Dichotomus dichotoma (Scarabaeoidea) [18]; and Tribolium castaneum (flour bee-
tle) [19]. Other studies have identified three HDP from T. molitor; Tenecin 1, 2, and 3 [16,20].
Defensins, Coleoptericins, Cecropins, and antifungal peptides have been isolated and bio-
chemically characterized from beetles [21,22].

Oxysternon conspicillatum is a neotropic dung beetle with a life cycle where the larvae feed
on fungi, decaying organic matter and other organic materials found in dung balls. They are
closely exposed to a wide range of microorganisms coevolving with them; therefore, it is likely
that O. conspicillatum may defend itself against invading pathogens by developing strong anti-
microbial compounds, among them HDP. Only a few HDP have been identified from a lim-
ited number of Coleopteran dung species, which include Copris tripartitus, with the CopA3
peptide [23] and Onthophagus taurus [24]. Therefore, the purpose of this study was to identify
and functionally characterize new HDP from the O. conspicillatum dung beetle.

Materials and methods
Ethics statement

This work was approved by the bioethics committee at Universidad del Quindio (Foundation
act 0600, October 29, 2001) under the act number 29 of May 23, 2011. The contract of access
to genetic resources was drawn through resolution N° 2073 of Oct 10, 2017.

Capture and identification of Oxysternon conspicillatum

The beetles were captured with pitfall traps in “Pueblo Tapao”, Quindio, at coordinates 4°
30°39.0”N and 75°47°12.0”W in decimal format 4.510833-75.786667. The beetles captured
were identified as O. conspicillatum, according to the Weber taxonomic key [25] modified by
Medina and Lopera, 2001 [26].

Induction of immune response and fat body extraction

Induction of the immune response was performed by inoculating 10 pL of E. coli DH10B at 3
McFarland scale diluted in PBS 1X (NaCl 140 mM, KCl 2.7 mM, NaHPO, 10.1 mM, KH,PO,
1.8 mM). The bacteria was inoculated into an adult O. conspicillatum beetle and, after 18 h, the
bacterial challenged specimen was dissected and the fat body extracted and stored at -80°C
until use.
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Total RNA extraction, construction, sequencing, and de novo
assembling of transcriptome

The total RNA from the fat body was extracted by using RNA PureLink®™ RNA Mini Kit (cata-
log numbers: 12183018A, Ambion, Life Technologies), according to manufacturer’s instruc-
tions. The RNA extracted was quantified by using an Agilent 2100 bio-analyzer for quality and
quantified with an RNA integration number (RIN). The RNA library was prepared by using
Hlumina®™ TruSeq™ RNA Sample Preparation Kit and the transcriptome was sequenced in a
HiSeq 2000 sequencer (Illumina, San Diego, CA, USA) by using paired-end sequencing with
100 bp read length. De novo reconstruction of transcriptome from RNA-seq data was con-
structed with the Trinity platform [27].

Oxysterlin identification

To identify HDP from the transcriptome, Blasttx [28] and Blast2GO [29] was performed look-
ing for the Cecropin family domains Pfam: PF00272, Prosite: PDOC00241, UNIPROTKB|

P84021, InterPro:IPR000875, Pfam:PF00272, PROSITE:PS00268, EMBL:CM000364, InterPro:
IPR020400, ProDom:PD001670, OrthoDB:EOG4F4QV0, EMBL:AB047055, EMBL:AB047056.

Structure prediction of oxysterlin peptides

For the bio-informatic analysis of oxysterlin peptides, the signal peptide was identified by
using SIGNALP [30] (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/). The secondary structure was
found with PSIPRED [31] (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) and JPRED [32] (http://www.
compbio.dundee.ac.uk/www-jpred/)) and the tertiary structures were confirmed with RAP-
TORX (http://raptorx.uchicago.edu/)) [33] and visualized in CHIMERA [34]. The physico-
chemical characteristics, molecular weight, isoelectric point, amino acid number, and
hydrophobic moment were predicted with PROTPARAM [35] (http://web.expasy.org/
protparam/) and BIOEDIT [36].

Circular dichroism of oxysterlin peptides

Circular dichroism (CD) spectra was made to estimate o-helix content percentage and
stability. Peptides were prepared in aqueous 30% TFE solution at 100 uM concentration.
The CD spectra was measured on a 1-cm-long quartz cell on a Jasco J-810 thermostat
spectrophotometer [37]. Circular dichroism spectra resulted from the average of four
scans obtained by collecting data at 0.1 nm intervals from 260 to 190 nm at room tempera-
ture. The deconvolution analysis was performed in SELCON3, CDSSTR, and CONTINL
with SMP56-protein reference set.

Dendrogram for the cecropins family

To generate a group of sequences, Blastp and tBlasttx were used with the oxysterlins as query
and HDP sequences with higher identity were selected. The signal peptide was identified and
eliminated; with the group of mature peptide sequences, alignment was achieved by using the
Clustal Omega program [38] (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) and from this
alignment, a phylogenetic tree was generated by using the neighbor-joining method in MEGA
7 [39,40]. The percentage of replicate trees in which the associated taxa clustered together in
the bootstrap test (10,000 replicates) was calculated and shown next to the branches [41]. The
evolutionary distances were computed through the Poisson correction method [42].
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Chemical synthesis of oxysterlins

The sequences of oxysterlin mature peptides were sent to obtain chemical synthesis by hiring
the services of the Company Peptides 2.0, with the following conditions:

Approximately 5 mg were obtained from each oxysterlin 1, 2. 3, and 4 mature peptide;
these were synthesized through solid-phase chemical synthesis and purified via RP-HPLC and
obtained with a purity of 95.11%, 96.19%, 95.54%, and 95.53%, respectively. The molecular
mass was determined through mass spectroscopy.

Antimicrobial activity assay

Antimicrobial activity of oxysterlins 1, 2, 3, and 4 was tested by the broth microdilution assay,
as described with some modifications [43]. The E. coli (ATCC 35218), Klebsiella pneumoniae
(ATCCBAA 1705 UPC (+)), P. aeruginosa (ATCC 105663), and the clinical isolates of Salmo-
nella typhi, E. coli (ESBL), Enterobacter cloacae, Staphylococcus aureus, Staphylococcus saprophy-
ticus, and Staphylococcus epidermidis were used as test bacteria, while Candida parapsilosis was
used to test antifungal activity.

The bacteria were grown overnight in Mueller Hinton agar (MHA) medium (Scharlau 02-
136-500, Barcelona, Spain) and adjusted to an absorbance of 0.4 (A570 nm) (3-5X10® CFU/
mL). The bacteria inoculum were adjusted to a final dilution of 1:1000 in M.H (3-5X10° CFU/
mL); 90 pL of bacteria, and 10 uL of each peptide were mixed to a final peptide concentration
between 200-0.37 pg/mL. The solution was incubated at 37°C for 12 h and resazurin was
added to a final concentration of 44 pM (Acros Organics 418900050, Geel, Belgium); the plate
was incubated for an additional 2 h and the absorbance values at 570 and 603 nm were mea-
sured. A delta value (i.e., A570—A603) was calculated for each well; the average value of the
blanks was subtracted from each sample and the growth percentage was calculated relative to a
control. Each concentration was measured in triplicate. The minimum inhibitory concentra-
tion (MIC) was defined as the concentration (in pg/mL) that inhibited the visible growth of
bacterium [43].

Time-killing test

The time-killing curves for oxysterlins 1, 2, 3, and 4 were constructed at 0.5, 1, 2, and 4 MICs
and tested against E. coli ATCC 35218. The bacteria were grown and adjusted to an optical den-
sity of 0.4 (at 570 nm) (3-5X10® CFU/mL). This inoculum was adjusted to a final dilution of
1:20 (6-10 X10° CFU/mL), 45 uL of this bacterium were mixed with 5 uL of peptide and at dif-
ferent times (0, 30, 60, 120, and 180 min). Resazurin was added to a final concentration of

44 uM. Absorbance was measured at A1 = 570 nm and A2 = 600 nm after further incubation
(2h,37°C) [44].

The CFU/mL-versus-resorufin conversion was obtained from an E. coli ATCC 35218 con-
trol growth curve from the same dilution of the time-killing test; different times from this
growth curve were measured through two methods; by plating and counting the CFU/mL in
10 Cm M.H agar plates after incubation for 12 h at 37°C and by adding resazurin at 44 pM
and incubating at 37°C for 2 h and reading the A570-603 nm for the conversion of resazurin
sodium salt into resorufin. These two parameters were graphed and a regression was per-
formed to find the equation of the resorufin conversion versus CFU/mL. From this equation,
the data from the time-killing curve measured in resazurin-to-resorufin conversion (A570-603
nm) was extrapolated in CFU/mL units.
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Cytotoxic activity of oxysterlin peptides

Vero cells (ATCC:CCL-81) were grown in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)—
(Life Technologies 12100-046, New York, USA) supplemented with 10,000 units/ml penicillin
and streptomycin, 20 mM L-glutamine and 2% (v/v) Fetal Bovine Serum (FBS) heat inacti-
vated (Eurobio, Les Ulis, France). Cells were cultured in polystyrene 96-well microplates
(Costar 3590, New York, USA) at 22,500 cells per well and treated with peptide concentrations
ranging from 500 to 20 pg/mL and incubated for 24 h at 37°C and 5% CO, humidity. At the
end of this incubation period, resazurin was added to each well at a final concentration of

44 uM and the cells were incubated for 2 h at 37°C with 5% CO,. Absorbance was measured at
603 and 570 nm. A delta value was calculated (i.e., A570—A603) and the average of the con-
trols was subtracted from each well value. Cell viability percentage was calculated in compari-
son to the untreated control cells [45].

Human erythrocyte hemolytic activity

Two milliliters of human heparinized blood were centrifuged at 800 g for 10 min at room tem-
perature. The erythrocytes were washed three times with a 1X PBS stock solution (130 mM
NaCl, 3 mM KCl, 8 mM Na2HPO4, 1.5 mM K2HPO4, pH 7.4). An erythrocyte dilution at
1:250 was performed from the erythrocyte stock solution and incubated at 37°C for 15 min
(work solution). In polypropylene 96-well microplates, the different peptides were added to a
final concentration from 1000 to 1.95 pg/mL and 90 pL of the erythrocyte work solution was
added to these wells. The erythrocytes were then incubated for 1 h at 37°C and centrifuged at
2000 g for 15 min. The supernatants were taken and the absorbance measured at 540 nm. The
absorbance of the hemoglobin from the erythrocytes incubated with 1% (v/v) Triton-X100 was
taken as 100% hemolysis control and the hemolysis percentage was calculated as (XiA410—
A410 nm blank) *100)/(control Triton A410—A410 nm blank) [46].

Statistical analysis

All experiments were performed in triplicate and plotted as dispersion graph with the mean
value error bars as the standard deviation. To calculate the statistical significant difference, a
one-way analysis of variance (ANOVA) was performed with Dunnett’s multiple comparison
test with a single-pool variance comparing the treated groups against the control group; a sig-
nificant critical value of 0.05 was chosen.

Results

The Oxysternon conspicillatum dung beetle transcriptome had
sequences related to the cecropin family

Oxysternon conspicillatum adult beetles were inoculated with E. coli and dissected, as described
in the methods section. A total of 200 mg of fat body was extracted per beetle and 10.1 pg of
total RNA at 380.1 ng/uL were obtained with an RNA integration number of 7.9 for transcrip-
tome sequencing.

For transcriptome sequencing, a total of 30,787,530 raw reads were obtained by HiSeq
2000 (Illumina) paired-end sequencing with a 101-bp average read length (Sequence read
archive: SRP082407). We used the Trinity platform software to perform a paired-end join-
ing de novo assembly of the valid reads, 27,603 contigs were obtained with a read length
from 201 to 12,138 bp and an N50 of 2,159 bp with version: GEXM00000000.1 and code
TSA: GEXM01000001-GEXM01027567 in the NCBI GenBank.
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Ogxysterlin 1 (contig: comp10536_c0_seq 1; GenBank code: GEXM01019095) was identified
with the Pfam PF00272, using the Blast2GO strategy; from this sequence, we performed a
stand-alone Blast search with the signal peptide of oxysterlin 1 as query and the assembled
transcriptome as database. With the BlastX search, three more cecropins were identified: oxy-
sterlins 2, 3, and 4 (contigs: comp6984_c0_seq 3 (GenBank code: GEXM01014653.1);
comp6984_c0_seq 2 (GenBank code: GEXM01014652.1); comp6984_c0_seq 1 (GenBank
code: GEXMO01014651.1) (S1 File).

Oxysterlins have a conserved domain and prediction of their
physicochemical characteristics

The open reading frame and the signal peptide of oxysterlin peptides were found for each
sequence. Their signal peptide was identified in the A23 amino acid position with high similar-
ity among the four peptides with a consensus sequence MNFRIF (I/V)F (V/A) (I/L) (V/
I)V(L/V)AL(I/M)C(D/G)Q (A/T)DA.The mature peptides had an amino terminal con-
sensus sequence (GSKRWRKFEK (K/R) VK) (Fig 1); high isoelectric point and hydrophobic
ratio, ranging from 35% to 41% and an o-helix structure, except for oxysterlin 4, which shows
a predicted B-sheet and a-helix structure similar to the defensins, but without disulfide bridges
and with a high hydrophobic C-terminal domain (Table 1).

The oxysterlin tertiary structure prediction was made with RaptorX, by modelling 100% of
the mature peptide sequences. The Ramachandran plot of the models showed the percentage
of amino acids within permissible regions and angles (S2 File), with 93.7% for oxysterlin 4 and
100% for oxysterlins 2 and 3. The model assessment scores had a good alignment and residues
in favored regions, but relatively low scores in the uGDT and p-value; this may be due to the
length (<100 residues) of the peptides (Table 2).

Oxysterlins 1 and 3 showed a continuous a-helix structure. Oxysterlin 2 had two o-helix
domains divided by a hinge region in the R27 residue. Oxysterlin 4 shows a predicted B-sheet
and o-helix structure without disulfide bonds and with a high hydrophobic C-terminal
domain. The hydrophobicity percent and the tertiary predicted structure (Fig 2) showed the
amphipathic nature of a-helixes, as well as the opposite localization of their hydrophobic and

OXYSTERLIN 1 MNEYRRENE / A IS 0 jao | [
OXYSTERLIN 3 MNEYRRERE "/ s 10 132 )
OXYSTERLIN 2 BNEYRRRIRE | ' KALEDAKEKLQEER
OXYSTERLIN 4 KALEDAKEKLQVSS
Consensus

OXYSTERLIN 1 ---KIFEETKEALPVV( ATAVC----------
OXYSTERLIN 3 ---KVIEHTKEALPVIC i |
OXYSTERLIN 2 RVOKIVEHTKEALPVIK

OXYSTERLIN 4 SSTIFFLEKL---TFSC I
Consensus e .. LR

SSNILKRLYR

Fig 1. Multiple oxysterlin peptide sequence alignment. The signal peptide was found up to the A23 position.
Oxysterlins 1 and 3 have greater similarity. All cecropins have a high identity of the signal peptide and the amine
terminal oxysterlin domain of the mature peptide. Oxysterlin 2 had a middle K36-Q54 region that may be the result of
alternative splicing.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0187914.9001
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Table 1. Predicted physicochemical properties of oxysterlin peptides.

Oxysterlin Mature peptide sequence aa M(Da) ®H PI
1 GSKRWRKFEKRVKKIFEETKEALPVVQGVVAVATAVGRR 39 4455.2 41 11.04
2 GSKRWRKFEKKVKKALEDAKEKLQEERVQKIVEHTKEALPVIKAVATVVGVVGRR 55 6327.5 38 10.23
3 GSKRWRKFEKRVKKVFEHTKEALPVIQGVATVVGAVGRR 39 4449.2 38 11.49
4 GSKRWRKFEKKVKKALEDAKEKLQVSSSTIFFLFKLTFSGGIILLRKNEYRRSSNILKRLYR 62 7438.8 35 10.89

aa: amino acids, M (Da): Molar mass in Dalton (Da), ®H: Hydrophobic ratio, and PI: Isoelectric point.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0187914.t001

hydrophilic residues through the o-helix structure, with a 120 hydrophobic angle. The tertiary
structure was an amphipathic N-terminal helix in which polar/charged residues were segre-
gated on one side of the helix and hydrophobic residues on the other side.

Circular dichroism

The CD spectrum of oxysterlin peptides 1 to 3, dissolved in PBS with 30% TFE, displayed two
minimum adsorptions at 208 and 222 nm, which is characteristic of o-helix (Fig 3 - black,
blue, and red lines) [47]. The CD spectra of oxysterlin 4 showed a significant difference in the
positive band at 190 nm (Fig 3 - green line); The deconvolution results (Table 3) reflect this
difference.

Oxysterlins represent a new diversity of cecropins in beetles

A cecropin family dendrogram was constructed (Fig 4). Cecropins can be divided into three
groups: cecropins from Lepidopteran insects belong to the first group, Dipteran cecropins
from the second group, and cecropin-2 from coleoptera Tribolium castaneum, Tenebrio moli-
tor, Holotrichia sp, are in the third group. Oxysterlin 3 had 47% identity for cecropin-C from
the Nicrophorus vespilloides dung beetle (Accession number: XP_017770017.1).

The relation of the aligned sequences shows the O. conspicillatum peptides in a different
root from mosquitoes, flies, and moths; oxysterlins 1 and 3 had the highest similarity amongst
them and are more closely related to the N. vespilloides dung beetle cecropin. This suggests
that cecropins occurred in the insects before the divergence of the flies, mosquitoes, and
moths. The result also supports that the cecropin molecules have evolved independently
among these insect taxa [48].

The oxysterlins are active antimicrobial peptides against multidrug
resistant bacteria

The MIC of oxysterlins against Gram negative, Gram positive, and Candida parapsilopsis was
measured, as listed in Table 4. The antibiotic resistant profile of the bacterial strains was tested

Table 2. Model assessment of oxysterlin peptide tertiary structure prediction.

Characteristics Oxysterlin 1 Oxysterlin 2 Oxysterlin 3 Oxysterlin 4
Template (PDB code) 1zvuA 5mtvA 1zvuA 3be5A
Alignment Score 32 46 29 34
uGDT (GDT) 31(79) 35(64) 30(77) 32(51)
P-Value 5.95x102 4.45x102 5.13x102 2.77x102
Residues in most favored regions (Ramachandran plot) 97.1% 100% 100% 93.7%

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0187914.t002

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0187914  November 29, 2017 7/17


https://doi.org/10.1371/journal.pone.0187914.t001
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0187914.t002
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0187914

o @
@ : PLOS | ONE New cecropins from the neotropic Oxysternon conspicillatum dung beetle

NH- - COOH- -NH
COOH

OXYSTERLIN 1 Wkw! Y-/M’\W
N

T N e

ﬁg\N\\f | ~ \,’VJ\I\JQ'
OXYSTERLIN3 JJVV" o Je L&

OXYSTERLIN 4

Fig 2. Oxysterlin mature peptide structures. Structures of oxysterlins 1 to 3 had predicted a-helix structure; with an amino terminal region with an
amphipathic region corresponding to the oxysterlin domain with a 120° hydrophobic angle and a more hydrophobic carboxyl terminal region. Oxysterlin 4
has an a-helix amino-terminal domain and a B-sheet carboxyl terminal structure. All the structures show an amphipathic amino terminal and a
hydrophobic carboxyl-terminal domain (red: hydrophobic, white: neutral, and blue: hydrophilic).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0187914.9002

previously and the results are listed in S1 Table. Oxysterlins 1, 2, and 3 were mostly active
against Gram-negative bacteria with MIC ranging from 3.12 to 25 pg/mL. For Gram-positive

Circular dichroism

1.4x10 4 — Ox1

1.2x10°
— Ox2
1.0%10° -

8.0x10° — Ox3
6.0x10° - — Ox4
4.0%10° <
2.0%10°

0.0
-2.0x10°
-4.0%10°
-6.0x10° -

[6], deg cm?2 dmol"

-8.0x10°

-1.0x10° 1
180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280

Wavelength, nm

Fig 3. Circular dichroism predicted of oxysterlin peptides. Oxysterlin 1 (black), oxysterlin 2 (blue),
oxysterlin 3 (red), and oxysterlin 4 (green). The peptides were dissolved in PBS with 30% TFE; the spectra
were made on a JASCO spectrometer. The X axis shows wavelength in nm and the Y axis shows molar
ellipticity per residue ([6], deg cm? dmol™).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0187914.g003
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Table 3. Circular dichroism deconvolution analysis for oxysterlin 4.

Method
SELCONS3
CDSSTR
CONTINL

H (r) H (d) S(r) S (d) Turns Unordered
0.634 0.229 -0.003 -0.001 0.054 0.157
0.354 0.214 0.072 0.128 0.099 0.141
1.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

H(r): a-helix regular. H(d): a-helix distorted. S(r): B-strand regular. S(d): B-strand distorted

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0187914.t003

34

bacteria, only oxysterlins 1 and 3 were active against Staphylococcus saprophyticus with MIC of
50 and 12.5 pg/mL, respectively. Only oxysterlin 1 was active against C. parapsilopsis and oxy-
sterlin 4 was not active against the microorganisms tested.

The oxysterlins displayed fast-bactericidal activity against E. coli

We studied the kinetics of the in-vitro antibacterial activity exhibited by oxysterlins 1, 2, and 3
through their time-killing curves against E. coli. Oxysterlin 1 had a MIC of 6.25 pug/mL,

15 /A gi 28394685 cecropin B2. Culex pipiens pipiens
40 /\ APDIDAP00623 cecropin C. Aedes albopictus
A\ sp P81417 Cecropin A1. Aedes albopictus

84 A sp QO9YOYO Cecropin B type 1. Aedes albopictus

20 /A gi 170051394 cecropin. Culex quinquefasciatus
A\ tr|A7UHHO|cecropin. Anopheles stephensi
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43 | | £ gi 568255735 cecropin. Anopheles darlingi
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52 | ¥ sp 017513 Ceratotoxin D. Ceratitis capitata
| @ gi 282403499 cecropin 2. Tribolium castaneum
27 @ 6984 c0 seq1 oxysterlina4. Oxysternon conspicillatum

s @ 10536 c0 seqloxysterinal. Oxysternon conspicillatum
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02

Fig 4. Dendrogram of the cecropin family. The optimal tree with branch length sum = 11.21941379 is shown. The percentage of replicate trees in
which associated taxa clustered together in the bootstrap test (10,000 replicates) is shown next to the branches. The tree was drawn to scale, with branch
lengths in the same units as those of the evolutionary distances used to infer the dendrogram. The units of the evolutionary distance are the number of
amino acid substitutions per site. The analysis involved 21 amino acid sequences. All positions containing gaps and missing data were eliminated. The
final dataset had 29 positions.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0187914.9004
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Table 4. Antimicrobial activity of oxysterlin peptides. Minimum Inhibitory Concentration (MIC) in pg/mL of oxysterlin peptides.

Microorganisms Oxysterlin 1 Oxysterlin 2 Oxysterlin 3 Oxysterlin 4
Escherichia coli ATCC 35218 6.25 50 3.12 >200
Escherichia coli clinical isolate (ESBL) 6.25 50 3.12 >200
Enterobacter cloacae clinical isolate 12.5 >200 3.12 >200
Klebsiella pneumoniae ATCC BAA 1705 >200 25 3.12 >200
Salmonella typhimurium clinical isolate 6.25 >200 6.25 >200
Pseudomonas aeruginosa ATCC 105663 25 >200 12.5 >200
Staphylococcus saprophyticus 50 >200 12.5 >200
clinical isolate

Staphylococcus epidermidis clinical isolate >200 >200 >200 >200
Staphylococcus aureus clinical isolate >200 >200 >200 >200
Candida parapsilopsis ATCC 22019 50 >200 >200 >200

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0187914.t1004

oxysterlin 2 (50 pg/mL), and oxysterlin 3 (3.12 ug/mL) against E. coli ATCC 35218. For these
peptides, a concentration-dependent bactericidal activity was found against E. coli ATCC
35218.

Oxysterlin 1, from 1 MIC, reduced growth below 1.5 log in CFU/mL during the first 20 min
until 120 min of incubation (Fig 5A). Concentrations <0.5 MIC did not inhibit bacterial
growth, while concentrations above (2 and 4 MIC) reduced bacterial growth completely dur-
ing 180 min of the assay, reaching a 2-log reduction. Oxysterlins 2 and 3 partially reduced bac-
terial growth at 1 MIC with a bacteriostatic-like behavior at this concentration, but at higher
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Fig 5. Time-kill curve of oxysterlins 1, 2, and 3 against E. coli ATCC 35218. (A) Oxysterlin 1, 1X MIC = 6.25 pg/mL. (B) Oxysterlin 2, 1X
MIC =50 pg/mL. (C) Oxysterlin 3, 1X MIC = 3.12 pg/mL.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0187914.g005
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Fig 6. Hemolytic and cytotoxic activity of oxysterlin peptides. (A) Hemolytic activity towards human erythrocytes. (B) Cytotoxicity activity on Vero
cells.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0187914.9006

concentrations had bactericidal activity with (2 and 4 MIC) with a complete reduction of the
CFU/mL at 3 h (Fig 5B and 5C). Bactericidal effect was seen rapidly in the 4 MIC concentra-
tion with reduction before 30 min of incubation.

The oxysterlins had a low toxic profile

Oxysterlin 1 showed hemolytic activity against human erythrocytes from 500 to 125 ug/mL
with 17% to 13% hemolysis, respectively. Oxysterlins 2 and 3 showed hemolytic activity at a
concentration of 500 pg/mL with 20% and 50% hemolysis, respectively, while oxysterlin 4 did
not show activity against human erythrocytes (Fig 6A).

Cytotoxic activity of oxysterlins 1 and 3 on Vero cells after 24-h incubation showed
decreased cell viability over 20% in the highest concentrations (500-250 ug/mL) for both,
while oxysterlins 2 and 4 did not show cytotoxicity activity on Vero cells (Fig 6B).

The antibacterial activity of oxysterlin peptides is retained in the conditions of cytotoxic
assay (DMEM 1X with 2% Fetal Bovine Serum (FBS); however, the MIC increases four times
under these conditions for the three oxysterlins (Table 5).

Discussion

Coleopterans comprise 40% of the 360,000 currently known insect species and are the largest
and most diverse order of eukaryotic organisms [49]. Dung beetles (Coleoptera: Scarabaeidae)
have a complex life cycle, during which they interact with different microorganisms and envi-
ronments [50,51]. With over 6,200 species in 267 genera and an estimated 30%-50% of the
species still undescribed, dung beetles exhibit diversity comparable to Aves [51]. The O. conspi-
cillatum dung beetle is a neotropic member of this highly diverse order. Adaptation to their

Table 5. MIC of the three oxysterlins under DMEM 1X and 2% FBS conditions. Minimum Inhibitory Concentration in ug/mL of oxysterlin peptides under
DMEM 1X and 2% FBS conditions.

Microorganisms Oxysterlin 1 Oxysterlin 2 Oxysterlin 3
Escherichia coli ATCC 35218 25 25 12.5

The therapeutic index (Tl) was calculated by dividing the minimum hemolytic concentration by the MIC against E. coli ATCC 35218; for oxysterlins 1, 2, and
3, the Tl were 20, 10, and 160, respectively.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0187914.t1005
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complex life cycle and evolution of their innate immune system in this diverse group of insects
makes them an attractive target in the search for new HDP, given that they are the main effec-
tor molecules of their immune system. This is corroborated by our work in which we found
four new cecropins, three were active against Gram-negative bacteria. By examining their
sequence, we can hypothesize that they are the result of genetic duplication and alternative
splicing.

Development of high throughput techniques, like next-generation sequencing and tran-
scriptome analysis, is helping to find new antimicrobial peptides in different organisms and
coleoptera species. In addition, different strategies of in silico analysis are used to predict pep-
tides of therapeutic interest and enrich the search for antimicrobial peptides based on physico-
chemical properties and nucleotide sequence similarity [52-54]. Nevertheless, the number of
host defense peptides in the cecropin family is low, finding mostly defensins and coleoptericins
[55]. The new group of cecropins, described in this work, were found by using a gene ontology
enrichment strategy based on the blast of the signal peptide of the initial cecropin found by
GO against a constructed O. conspicillatum transcriptome database and bio-informatic valida-
tion of the physicochemical properties of the putative sequences (size, net charge, hydrophobic
momentum, and structure). With this group of sequences, the O. conspicillatum cecropin
domain was built (GSKRWRKFEK (K/R) VK), corresponding to the amino terminal domain of
the mature peptides. The description of this new cecropin domain may help to find new anti-
microbial peptides in this highly diverse group of insects.

In insects, cecropins form a large family of cationic o-helical peptides. Few cecropins have
been described in dung beetles. This may be explained-in part-because they are a highly
diverse superfamily of antimicrobial peptides and a low number exists of available genetic
sequences of neotropic beetles; therefore, the homology-based strategy by gene onthology to
find new cecropins is limited. This situation was seen in our dendogram where oxysterlins
were grouped into a different clade and relatively far from other cecropins, even from the Tri-
bolium castaneum beetle, confirming the high diversity of the cecropin superfamily [56]. In
spite of the sequence diversity, the physicochemical and structural characteristics of the cecro-
pin superfamily were conserved with a hydrophobic momentum, isoelectric point, amphi-
pathicity, and o-helical structure characteristic of this family, except for oxysterlin 4, which
had an a-helical and B-sheet structure similar to the defensins, but without disulfide bridges.

The tertiary structure modelled for the oxysterlins showed the o-helix characteristic of the
cecropin family. These models had good scores with respect to the alignment with the template
and percentage of amino acids in favored regions, but relatively low scores for global assess-
ment. Nevertheless, these models agreed with the CD experimental data, where oxysterlins 1
to 3 had a characteristic pattern for o-helix, and oxysterlin 4 had a mixture of helix and 8-
strand.

Cecropins are mainly active against Gram-negative bacteria [8,57]. Oxysterlins 1, 2, and 3,
similar to Cecropin A, Aedesin, Lucilin and HKABF [58], were found selective for Gram-nega-
tive bacteria and efficiently kill multidrug resistant (MDR) strains, including E. coli ESBL, E.
cloacae, Salmonella typhy, and E. coli with MIC values between 3.12 and 50 pg/mL. Oxysterlins
2 and 3 were active against Klebsiella pneumonie (MIC 3.12 and 25 ug/mL) and oxysterlins 1
and 3 were active against P. aeruginosa (MIC 25 and 12.5 pg/mL). These MIC are similar to
the activity reported for other cecropins, like Cecropin B and Lucilin, ranging from 6.5 to
50 ug/mL [45]. Other cecropins are active against Gram-positive bacteria [59]; in our work,
oxysterlins 1 and 3 were active against Staphylococcus saprophyticus with MIC of 50 and
12.5 pg/mL, but not against S. aureus nor S. epidermidis. Oxysterlin 4 was not active against the
microorganisms tested; this finding is likely related to the different sizes, conformational struc-
ture, and higher hydrophobicity of the peptide limiting its solubility.
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Infections caused by MDR bacteria strains have become a serious global problem and HDP
have gained considerable interest as a possible alternative to combat MDR bacteria over the
past decade because of their particular action mechanisms and diversity of sequences. The
antimicrobial activity of oxysterlins revealed a wide spectrum of activity against pathogenic
microorganisms, such as Gram-positive, Gram-negative bacteria and yeasts, like C.
parapsilopsis.

According to the dynamics of oxysterlins 1, 2, and 3 in the time-killing curves, these elimi-
nate E. coli within less than 20 min at 2 MIC with a concentration-dependent bactericidal
effect. This activity is faster than standard antibiotic drugs, like ampicillin, killing bacteria at 2
MIC in 2 h and similar to other antimicrobial peptides [44,60,61]. This concentration-depen-
dent activity may be explained by the mechanisms where reaching a threshold concentration
in the membrane is critical for the formation of pores and carpet-like mechanisms that rapidly
kill bacteria. Nevertheless, other studies may help to reveal the specific mechanisms of oxyster-
lin activity.

The therapeutic potential of peptide antibiotic drugs lies in their ability to effectively kill
bacterial cells effectively without exhibiting significant cytotoxicity toward mammalian cells.
This potential is conveyed by the concept of the relative selectivity index. A high relative selec-
tivity index, thus, incorporates two preferred characteristics of the peptide: high minimum
hemolytic or cytotoxic concentration (MHC) and a low Minimum Inhibitory Concentration
(MIC) [62]. We found that oxysterlin 2 has a low selectivity index [10]. Oxysterlins 1 and 3
have high selectivity index of 20 and 160, respectively; these indexes could indicate greater
specificity of antimicrobial peptides for bacterial cells. Other biophysical and biological prop-
erties, like number of hydrophobic interactions, reduced hydrophobicity on the non-polar
face, prevented peptide self-association in aqueous conditions, discriminate between eukary-
otic and prokaryotic cell membranes. Thereby, this study identified that oxysterlins 2 and 3
may have some desired properties to explore further their potential use against Gram-positive
and Gram-negative bacteria.

Oxysterlins 1 and 3, from O. conspicillatum, have shown the same effects as magainins or
cecropins, with cytotoxicity against Vero cells only at higher concentrations, like 500 ug/mL
[63]. Some authors suggest that membrane cholesterol in mammalian cells is the base of anti-
microbial peptide selectivity [63,64]. However, further studies will be necessary on these effects
and their influence on oxysterlin activity.

This study described and determined the antimicrobial capacity of four new HDP, denomi-
nated oxysterlins 1, 2, 3, and 4, cecropin-like peptides derived from the fat body of the O. con-
spicillatum dung beetle. Their synthetic peptide analogs were evaluated against pathogenic
clinical bacteria isolates with MDR profiles, like E. coli ESBL, E. cloacae, Salmonella typhy, C.
albicans, and S. epidermidis, providing new insights on the possible use of these molecules to
develop new therapeutic alternatives.

Supporting information

S1 File. Oxysterlins genetic sequences. The genetic sequences of the Oxysterlins with the
codes reported in the NCBI database.
(DOCX)

S2 File. Ramachandran plots of the oxysterlins. Ramachandran plots for the structural mod-
els of the Oxysterlins 1 to 4 in the figures A-D.
(DOCX)
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Abstract

Introduction: The Coleoptera Scarabaeidae family is one of the most diverse groups
of insects on the planet, living in complex microbiological environments. Theirimmune
systems have evolved with the generation of host defense peptides but only a small
number of these peptides have been characterized.

Methods: In this work two sources of information were retrieved: 1) De novo
transcriptomic data from two species of neotropical Scarabidae (Dichotomius satanas
and Ontophagus curvicornis); 2) Sequence data deposited in available databases. A
BLAST-based search against the transcriptomes with a subset of sequences
representative of the Host Defense Peptides (HDP). The HDP were described with the
cecropin, defensin, attacin, and coleoptericin families; their physical/chemical and
structural properties were described.

Results: This work reports 155 novel sequences of HDP identified in 9 transcriptomes
from seven species from the Coleoptera order: D. satanas (n= 76; 49.03%), O.
curvicornis (n= 23; 14.83%), T. dichotomus (n= 18; 11.61%), O. nigriventris (n= 10;
6.45%), Heterochelus sp (n= 6; 3.87%), O. conspicillatum (n= 18; 11.61%) and P.
Japonica (n=4; 2.58%). These sequences were identified based on similarity to known
HDP insect families. New members of defensins (n= 58; 37.42%), cecropins (n= 18;
11.61%), attancins (n= 41; 26.45%) and coleoptericins (n= 38; 24.52%), with their
physicochemical, structural characteristics, and sequence relationship to other insect
HDP were analyzed.

Conclusions:

155 new HDP could be identified, based on similarity to known HDP insect families on

nine transcriptome sequences of seven beetle species.
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Highlights
e This work identified 155 novel sequences of HDP found in nine transcriptomes
from seven Coleoptera species.
e De novo transcriptomic data from two species of neotropical Scarabaeidae
(Dichotomius satanas and Ontophagus curvicornis).
e Insilico prediction of physicochemical properties, structural features, sequence
similarity, and antimicrobial activity of Scarabaeidae HDP.
Introduction
One of the main effectors of the insect immune response is the production of Host

Defense Peptides (HDP) or antimicrobial peptides. Families of these peptides have
been identified in all taxonomic groups, thus representing an ancient and efficient
defense mechanism against pathogens. In insects, most HDP are synthesized as
precursors or pro-proteins in the fat body and hemocytes [1-3]. Host Defense Peptides
are cationic, amphipathic polypeptides, produced in all known genera of living
organisms, and represent an ancient innate defense mechanism [4—6]. Once activated
by post-translational proteolysis [1,7-9], they act as effector molecules against
pathogens in a broad spectrum of antimicrobial activity against Gram-positive and

Gram-negative bacteria, protozoa, fungi, and viruses. They also have low propensity
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99 for developing resistance. This efficiency is thought to be one of the biological
100 attributes that would explain the evolutionary success of insects [10,11]. Therefore,
101  they have received attention for the development of new antimicrobials with clinical
102  applications in recent years [12,13].

103

104 Insect HDP have been classified according to their sequence, physicochemical and
105  structural properties, in cecropin, defensin, attacin, and coleoptericin families. Other
106  families, such as moricin and gloverin have been identified only in Lepidoptera
107  [2,14,15]. Cecropins are a family of 3—4 kDa, cationic, alpha helix, amphipathic
108 peptides devoid of cysteine residues [16,17]. Mature active cecropins are generated
109 after removal of the signal peptide and form two a-helices connected by a hinge. A
110  long hydrophobic C-terminal and a strongly basic N-terminal domain is presumptively
111 required for the biological activity and they are most active against Gram-negative
112  bacteria [18-22].

113

114  Defensins are the largest family of HDP and are ubiquitous in almost all forms of life,
115 including animals, fungi, and plants [23]. They have broad-spectrum antimicrobial
116  activity against bacteria, fungi, and viruses [24]. The majority of mature defensins are
117  cationic peptides composed of 24 to 42 amino acid residues, characterized by six
118  cysteines [25]. The structure of insect defensins is composed of an a-helix, followed
119 by an antiparallel B-sheet linked by three intramolecular disulfide bonds, forming a
120 “Cysteine-Stabilized alpha Beta (CSaf)” or “loop-helix-beta-sheet” structure [26,27].
121

122  Attacins are larger peptides with basic (~ 8.3) or acidic (~ 5.7) isoelectric points, and

123 molecular weights of 20-23 kDa; we can find two isoforms, basic and acids attacins
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124  [28]. Their secondary structure is composed of a hydrophobic alpha helix similar to
125  glycine-rich peptides [29]. They can inhibit growth of Gram-negative bacteria, and the
126  synthesis of bacterial proteins like OmpC, OmpF, OmpA and LamB [30,31].

127

128  Coleoptericins contain approximately 70 amino acid residues and are characterized
129 as glycine and proline-rich antimicrobial peptides that are bactericidal against Gram-
130  positive and Gram-negative bacteria [32]. There are two subgroups, one positively and
131 other negatively charged, and their C-terminus has a basic nature [32,33].

132

133  With approximately one-million characterized species, insects represent the largest
134  class within the animal kingdom and Coleoptera are the most diverse order and is the
135 most diverse in insects [34—36]. Nevertheless, only 305 of the 3070 HDP sequences
136  deposited in the Antimicrobial Peptide Database (APD) are derived from insects [37].
137 To date some HDP have been described in the Coleoptera order, as is the case of
138  Allomyrina dichotoma [38], Octodonta nipae [39], Hylobius abietis [40], Nicrophorus
139  vespilloides [41], Tenebrio molitor [42], Calomera littoralis [43], Protaetia brevitarsis
140  seulensis [44], Tribolium castaneum [45—47], Holotrichia diomphalia [48], Zophobas
141  atratus [33], Allomyrina dichotoma [32], Acalolepta luxuriosa [49], and Sitophilus
142  oryzae [50]. The HDP reported in the Scarabaeidae family are scarce compared with
143  their wide diversity of species consisting of over 30.000 globally. The sequence and
144  function of only a few of these peptides have been characterized, including those of
145  the Coprisin, Oxysterlin, and Scarabaeicin families [51-57]. Therefore, we propose to
146 identify and describe new putative HDP in publicly available assembled transcript
147  sequences from the NCBI Transcriptome Shotgun Assembly (TSA) database of seven

148  different species of Scarabaeidae and two new transcriptomes from the neotropical
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149  beetles Dichotomius satanas and Ontophagus curvicornis, both species widely
150 distributed inhabiting the Andean region of Colombia [58-61].

151

152 Materials and Methods

153 Collection and maintenance of beetles

154  Neotropical dung beetles used in this research were obtained in the municipality of
155  Filandia, Quindio-Colombia (4.686998” N and -75.614500” W; datum=WGS84) 1.923
156 m.a.s.l. The beetles captured were identified as Dichotomius satanas and Ontophagus
157  curvicornis with the Cultid-Medina, 2012 taxonomic key [58]. Once collected, they
158  were maintained in a terrarium with organic soil and human feces bait for 12 h. Then,
159 they were separated into two groups of five individuals each. One group was
160 inoculated in the ventral lateral abdomen with 10 pL of a pool of 1X10% UFC/mL
161  formalin-fixed bacteria (E.coli and Staphylococcus aureus) and fungi (Candida
162  albicans). The other group was used as an untreated control. Finally, the fat body and
163  part of the hindgut were dissected 12 h post-inoculation.

164

165 Total RNA extraction, transcriptome sequencing, and de

166 nNovo assembly

167 Total RNA was extracted by using Ambion total RNA extraction kit (Invitrogen cat
168  PureLink® RNA Mini Kit, life technologies 12183025). Total RNA was prepared by
169 using bead clean up and library preparation with lllumina RNA poly-A selection. The
170  transcriptome was sequenced with lllumina Hiseq and pair-end read with 150bd

171 length. The FASTAq files were checked by FastQC [62], the trimming was done by


https://doi.org/10.1101/2020.06.15.152363
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

bioRxiv preprint doi: https://doi.org/10.1101/2020.06.15.152363. this version posted June 15, 2020. The copyright holder for this preprint
(which was not certified by peer review) is the author/funder. It is made available under a CC-BY 4.0 International license.

172 Trimmomatic V0.36 [63], the data from each species were merged and the
173  transcriptome was de novo assembled by using Trinity V2.5. on Indiana University

174  National center for genome analysis support (https://galaxy.ncgas-trinity.indiana.edu/)

175 [64].

176

177 Transcriptome shotgun assemblies

178  Transcriptome shotgun assemblies (TSA) from Scarabaeidae species: Trypoxylus
179  dichotomus, Onthophagus nigriventris, Onthophagus curvicornis, Popillia japonica,
180  Heterochelus sp, Dichotomius satanas, and Oxysternon conspicillatum were
181 downloaded from the sequence set browser

182  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/wgs/). The fasta files of the assembled

183 transcriptomes were converted into BLAST databases with CLC main workbench
184  software 7.9.1.

185

186 Homology identification of HDP

187 The queries from the Cecropin family were constructed from Oxysterlins [53] and
188  different sequences related to the HDP InterPro families (Cecropin: IPR020400;

189 Defensin: [IPR017982; Coleoptericin: IPR009382, and Attacin: IPR005520

190 IPR005521) and a multi-TBLASTn search was constructed and the result sequences
191  were filtered according to the E-score < 0.01 and the open reading frame (ORF) was

192 identified for each sequence [65]. The list of sequence codes identified in the tBLASTn

193  was extracted from the different transcriptomes and the related amino-acid sequence
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194  was identified by using the ORF finder tool (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/)

195  [66].

196

197  Workflow to analyze putative HDP sequences

198 The presence and location of signal peptides in the deduced HDP amino acid

199 sequences were predicted with SignalP (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)

200 [67]. The physicochemical characteristics of the peptides (molecular mass, isoelectric
201 point, and Kyte-Doolittle hydrophobic profile) were calculated with the protein report
202 tool from the CLC main workbench V7.9.1. The total net charge was calculated with

203 the APD3 (http://aps.unmc.edu/AP/main.php) calculation and prediction tool [37].

204  Prediction of the antimicrobial function was conducted with the SVMC, RFC, and DAC
205 algorithms available in Campr3 [68], Classamp [69], and iAmppred tools [37].

206

207 Structural analysis

208
209 The secondary structure prediction was done with the Psipred

210 (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) server [70]. Prediction of functional domains was

211 done with Interpro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/) [71]. The tertiary structure was

212  predicted with RAPTOR X (http://raptorx.uchicago.edu/StructurePrediction/predict/)

213  [72], and structural alignments were done with the 3Dcomb V1.18 tool [73]. All the
214 models were visualized in UCSF Chimera V1.13.1. [74]. The protein-protein
215 interactions of the sequences modeled were constructed by using the Cluspro server
216  [75]. lllustration of the general structural properties for each family was made by DOG

217 V1.0 [76].
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218

219 Similarity dendrogram

220 The sequences of InterPro families (cecropin: IPR020400; insect Defensin:
221 IPR017982; Coleoptericin: IPR009382 Attacin: IPR005520 IPR005521) and the

222  taxonomic key corresponding to each sequence were downloaded from the PIR batch

223 server (https://pir.georgetown.edu/pirwww/search/batch.shtml). The signal and

224  propeptide were identified and removed and the mature peptides were aligned with
225 the HDP from the Scarabaeidae with Clustal Omega

226  (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) or MUSCLE [77]. Dendrograms were

227 generated by Neighbor-joining with Jukes-Cantor protein distance and bootstrap with
228 10000 replicates in CLC main workbench V7.9.1.

229

230 Ethics statement

231 This work was approved by the Universidad del Quindio bioethics committee under
232  act number 8 of 06 May 2016. The contract of access to genetic resources was drawn
233  through resolution N° 120 of 22 October 2015 with the Colombian Ministry of

234  Environment and Sustainable Development.

235
236 Results and Discussion

237  Transcriptome shotgun assemblies (TSA)

238 Traditional strategies for HPD identification and characterization involve biochemical

239 purification methods with RP-HPLC (reverse-phase high-pressure liquid
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240 chromatography) coupled with mass spectrometry and functional assays. Other
241  strategies use highly conserved positions of some HDP families to identify potential
242  HDP by similarity searches or molecular biology approaches with RACE-PCR (rapid
243  amplification of cDNA ends) [78]. Artificial neural network algorithms have also been
244  trained with information about structural and physicochemical characteristics to
245 identify novel HDP sequences with proteomic and genomic methodologies [79].
246  Recent developments in high-throughput sequencing technologies have represented
247 a novel and efficient method for gene identification [80]. Transcriptome-based
248  approaches using next-generation sequencing are particularly useful because they
249 focus on the expressed (i.e. exomic) portion of the genome. This information can be
250 exploited by using bioinformatic tools to search for target genes/proteins using a step-
251  by-step selection strategy [81]. In this work, the transcriptomes of two Scarabaeidae
252  species (O. curvicornis and D. satanas) were sequenced, assembled and submitted
253 to the DDB/EMBL/GenBank database under the accession codes GHMDO00000000 -
254  GHMAO00000000, bio-sample: SAMN10614998 - SAMN10614917 and bio-project:
255 PRJNA510790 - PRJNA510790, respectively. The transcriptome characteristics used
256  for this work are shown in Table 1.

257

258 Table 1. TSA from Scarabaeidae.

Prefix (TSA Bio project Contigs
Organism Biosample code Source
code) code number

10
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SAMNO02444008
SAMNO02444009
SAMNO02444010
SAMNO02444011
SAMNO02444012
Trypoxylus SAMNO02444013 3rd instar larval
GAQVO01 PRJNA231720 34455
dichotomus SAMNO02444014 and prepupal
SAMNO02444015
SAMNO02444016
SAMNO02444017
SAMNO02444018
SAMNO02444019
Trypoxylus
IABQO1 dichotomus PRJDB4830 SAMD00051587 3rd larvae 30157
tunobosonis
SAMNO02444020
Onthophagus SAMNO02444021 3rd instar larval
GAQWO1 PRJNA231725 59302
nigriventris SAMN02444022 and prepupal
SAMNO02444023
GARJO1 Popillia japonica [PRJNA233626 [SAMN02569976 Antenna 698
GARKO1 Popillia japonica [PRIJNA198730 [SAMNO02055564 Grub 1916
Heterochelus
GDNJO1 PRJNA286531 [SAMNO03799575 Tissue 50435
sp. AD-2015
Oxysternon
GEXMO1 PRJNA339294 [SAMNO05589108 Adult fat body 27567
conspicillatum
Dichotomius Adult fat body
GHMAO1 satanas PRJNA510790 |SAMN10614917 and intestine 463430

11
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Onthophagus Adult fat body

GHMDO01 curvicornis PRJUNA510790 [SAMN10614998 and intestine 172518

259

260 A tBLAStn search on the nine assembled transcriptomes was done with the
261  constructed HDP sequence queries, the result contigs were retrieved and only those
262 containing complete ORF were considered for further analysis. In total, 155 contigs
263  encoding for potential HDP were identified. The number of HDP identified correlated
264  with the size of the transcriptome and the condition of the sample (Fig 1A). These
265 three species, O. curvicornis, D. satanas, and O. conspicillatum, have most of the
266 HDP. This may be explained by the fact that these three specimens had been obtained
267 from the fat body of adult specimens previously subjected to stimulation to boost the
268 insect immune response; these results agree with the different expression patterns of
269 HDP with basal and inducible forms in different tissues and conditions [2,82].

270

271 Fig 1. Percentage of contigs in nine Scarabaeidae TSA and percentage of HDP
272  identified by sequence homology. A. Percentage of contigs and HDP per species. B.

273  Percentage of Scarabaeidae HDP families by dung beetle species.

274  Four HDP family distribution also varied according to species (Fig 1B) with members
275 from these families identified in all species, with two exceptions Popillia japonica with
276  only defensin peptides and Onthophagus nigriventris where the cecropin family was
277  missing. Heterochelus sp and O. nigriventris have less number of defensins in contrast
278  with O. conspicillatum, O. curvicornis, T. dichotomus, and D. satanas wich have more
279 attacins. The defensin HDP family has the majority of peptides representing 37.42 %

280 (Fig 1B). The difference in the number of HDP found among species and type of HDP

12
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281  may be explained by the different tissues sampled, size of the transcriptome, and life
282 cycle stage of the individual sample, according to these differences, it has been
283  described that the expression of HDP is influenced by context-specific characteristics,
284  where sex, presence of offspring, and carcass affect their expression in a complex
285 system of transcriptional reprogramming, reflecting adaptations to specific ecological
286  niches [82].

287

288  This article, Identified 155 new putative HDP sequences from nine transcriptomes (S1
289 appendix), while another work with a similar approach using tBLASTn and BLASTp
290 searches in newly sequenced arthropod genomes and expressed sequence tags
291  (EST) derived from the red flour beetle (Tribolium castaneum), monarch butterfly
292  (Danaus plexippus) and human body louse (Pediculus humanus humanus) identified
293 six HDP [83]. One difference in the results may be explained by the use of the TSA
294 database where the sequences may be more refined in the context of genome
295 complexity with different introns and gene arrangements; another difference was the
296 query construction, where sequences reported in APD were used and our work used
297  a greater query search according to the InterPro related sequences.

298

299 Cecropin family description

300 Cecropins are the most abundant family of linear a-helical HDP in insects [84]. They
301 have been identified in Hexapoda orders like Coleoptera, Diptera, and Lepidoptera
302 [26]. Insect and non-insect cecropins are encoded by non-homologous genes.
303 However, in holometabolous orders they have evolved only once [85]. Genes from this

304 family frequently encode for tryptophans at the first or second position of the mature

13
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305 peptide and lack cysteines. They are basic amphipathic peptides rich in cationic amino
306 acids, with an N-terminal hydrophilic domain and a C- terminal hydrophobic domain.
307  Structurally, they are characterized by two distinctive alpha-helical segments linked by
308 ashort hinge. In the post-translational level, they have a signal peptide and a frequent

309 C-terminal amidation [16,17,19,26,86].

310 In Scarabaeidae, 18 cecropin sequences were found with mature peptide lengths
311 ranging from 37 to 55 residues, with molecular weights around 4 kDa. The sequence
312 alignment shows a highly conserved signal peptide, the mature peptide has an N-
313 terminal cationic domain [GR]-[SW]-K-[RKG]-[WLF]-R-K-[FIL]-E-[KR]-[RKA]-[VSG]-
314 [KR]-[KR] with high frequency of K-R residues and hydrophobic angle from 120° to
315 180°. The C-terminal domain has a higher degree of variability with a region rich in
316 acid residues and an aliphatic hydrophobic region (Fig 2). The predicted secondary
317 and tertiary structures show highly conserved alpha-helix with a TM score of 0.51 in
318 the structural alignment, suggesting that they can be classified as a single structural
319 family (Fig 3) [73,87,88]. We found that only GEXMO01014653.1 and
320 GEXMO01014651.1 sequences have an additional segment in the N- terminal domain,

321 probably because of alternative splicing or a transcriptome assembly error.

322 Fig 2. Multiple-sequence alignment of cecropin HDP found in Scarabaeidae. Position
323 40 in the alignment represents the cleavage site of the signal peptide predicted with
324  SignalP.

325

326 Fig 3. Structure of Scarabaeidae mature cecropins. A. Structural superposition
327 constructed in DeepAlign. TMscore: 0.517 with Alpha helical conserved tertiary

328 conformation. B. Ramachandran plot of the superimposed structures.
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329

330 The insect cecropin dendrogram shows that the majority of sequences are from
331 Diptera and Lepidoptera orders as already described [85]. The dendrogram structure
332 has four main clades that are well related to the phylogenetic orders, a highly
333 conserved Diptera clade representing flies, Lepidoptera, Ascaridida, and a distant
334 share clade of Coleoptera and mosquitoes (Fig 4). Compared to other orders like
335 Diptera and Lepidoptera, cecropins from Scarabaeidae show more variation and
336 divergence among the sequences within the same order.

337

338 Fig 4. Neighbor-joining similarity dendrogram of invertebrate cecropins. Sequences
339 from the mature peptides were aligned by MUSCLE. The taxonomic distribution of the
340 sequences is indicated in the presented color code. Confidence values of the branches
341  were calculated with 10.000 bootstrap replicates. Thicker lines show branches with
342  bootstrap threshold value > 70.

343

344  According to the previously described cecropins in Coleoptera, there are few
345 representatives with Oxysterlins (1, 2, and 3) (O. conspicillatum), Cec (Acalolepta
346  luxuriosa), and Sarcotoxin Pd (Paederus dermatitis) [53,89,90]. Interestingly, the
347 Interpro data set, also has low representation of Coleopteran cecropins, with only two
348 representative sequences, Acalolepta luxuriosa (Q5W8G6) and Agrilus planipennis
349 (AOA1WA4XF49). Additionally, the InterPro search fails to classify the Scarabaeidae
350 cecropin sequences as insect cecropins, indicating that, these sequences are different
351  from the InterPro signatures; nevertheless, as described, these new peptides had the
352 same physicochemical and structural characteristics of the insect cecropins [84].

353
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354 Defensin family description

355 Insect defensins are inducible antibacterial peptides with a spectrum of activity
356 focused mainly against Gram-positive bacteria, although activity against fungi and
357 parasites has also been reported [91,92]. They are extensively distributed in nearly all
358 life forms [24]. In insects, they have been found in Diptera, Hymenoptera, Coleoptera,
359 Trichoptera, Hemiptera, and Odonata orders [14,91]. Defensins are 18 - 45 amino
360 acids long with 6 - 8 conserved cysteine residues stabilized by three or four disulfide
361 bonds [92,93]. Typically, insect defensins have the same cysteine pairing: Cys1-Cys4,
362 Cys2-Cys5, and Cys3-Cys6. Two disulfide bonds connect the C-terminal 3-sheet and
363 the a-helix; and the third connects the N-terminal loop with the second B-sheet. This
364 structural topology is known as cysteine-stabilized a3 motif (CSa) and is common
365 among defensin peptides across different organisms [34,94-96]. Once synthesized,
366 pre-pro-defensins are proteolytically processed. First is the removal of the signal
367 peptide to produce an inactive prodefensin; then, it suffers an additional cut of the
368 propeptide by a furin-like enzyme in an R-X-[RK]-R conserved site to produce an active

369 mature peptide [14,97].

370 This work identified 58 new defensin sequences in Scarabaeidae. As described for
371 other insect defensins, those encoded by Scarabaeidae encode for a signal peptide
372 followed by a propeptide (position 51-80 Fig 5) characterized by acid residues and an
373 R-X-[RK]-R furin-like cleavage site (Fig 5). These sequences were classified into three
374 groups (Group A, B, and C), according to their sequence, structural, and
375 physicochemical properties.

376

377 Fig 5. Multiple-sequence alignment of defensin HDP found in Scarabaeidae. The
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378 Scarabaeidae defensin groups are annotated in the left keys. The predicted signal
379 peptide cleavage site is in position 50. Position 72-75 indicates the propeptide furin-

380 like cleavage site.

381 Defensin group A with 31 sequences show a classical defensin pattern of helix beta-
382 sheet structure with three disulfide bridges between cysteine pairs Cys1-Cys4, Cys2-
383 Cysb, and Cys3-Cys6 (20 sequences). For 10 sequences the first cysteine pairing
384 seems to be lost, but they keep the Cys2-Cys5 and Cys3-Cys6 binding pattern. There
385 is only one sequence (GHMAO1 94621) with no predicted disulfide bridges.
386  Structurally, there is one subgroup within Group A that can be distinguished by the
387 absence of the N-terminal hydrophobic loop (six sequences) (Fig 6).

388

389 Fig 6. Structural superposition of the mature Scarabaeidae Defensins and
390 Ramachandran plot, constructed in DeepAlign. A Group A with a helix beta-sheet
391  structure (TM-score: 0.569). B. Group B with left-handed helix. and high frequency of
392 residues in the left-handed helix region lying between 30° and 130° in the ® angle and
393 -50° and 100° in the g angle in the Ramachandran plot (TM-score: 0.571). C. Group

394  C with helix beta-sheet structure (TM-score: 0.425).

395 Defensins group B is represented by 14 sequences. One key feature in this subgroup
396 is the left-handed helix 6 to 8 residues long, related to a P-F-[YVI] motif in position 11.
397 They encode for 6 or 8 cysteine residues (nine sequences) that form two predicted
398 disulfide bridges between pairs Cys2-Cys4 and Cys3-Cys5 (six sequences); or Cys2-
399 Cys5 and Cys3-Cys6 (six sequences). Two sequences (GHMAO1_21200;
400 GHMDO01_63103) have one pair Cys1-Cys6 and loss predicted helix of the tertiary

401  structure prediction. A hydrophobic random coil region was found in the C-terminal
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402 end of the sequences (Fig 6). The left-handed helix is a rare structural motif found in
403 peptides and proteins. It has been found in regions related to protein stability, ligand
404  binding, or as part of an enzyme’s active site. Thus, a significant structural or functional
405 role for this secondary structure element has been suggested. The motif related to this
406  particular structure agrees with the described propensity of amino acids to form such
407  structure, preferring aromatic and large aliphatic amino acids [99,100]. To our
408 knowledge, this kind of structure has not been described in the defensin family but its
409 appearance may indicate functional importance due to its unique structural

410 parameters.

411 Defensins group C with 13 sequences contains the classic three disulfide bridges of
412  the insect defensins between cysteine pairs Cys1-Cys4, Cys2-Cys5, and Cys3-Cys6.
413 Interestingly, they lost the R-X-[RK]-R cleavage site conserved for the other defensins,
414  thus adding 15 N-terminal negatively charged residues to the mature peptide. In
415 addition, there are two highly conserved acidic residues [DE] in 45 and 64 positions
416 located at the beginning of the alpha-helix and beta-sheet loop (Fig 6). These acid
417  residues explain the negative charge of this group (Fig 7). These types of anionic
418 antimicrobial peptides have been shown to kill the human B-defensin-resistant Gram-
419 positive bacterium Staphylococcus aureus, which escapes attacks from cationic
420 peptides probably by incorporating positive charges on the membrane surface by
421 adding Lys to lipids [98]. The anionic antimicrobial peptides, although rarely
422 documented appear to complement the cationic antimicrobial peptides, offering a
423  complete spectrum of antimicrobial peptides [99,100].

424

425 Fig 7. The net charge of the Scarabaeidae defensins predicted by APD. Statistical
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426 differences were evaluated by ANOVA test with Tukey's multiple comparisons (p-
427  value: ****<0.0001).

428

429 To evaluate the relationships of the Scarabaeidae defensins identified, a dendrogram
430 was constructed with the retrieved insect defensins reported under the Interpro
431 IPR017982. The sequences analyzed are distributed in the six major orders of insects
432  (Fig 8). The distribution shows four main clades, two related to the Hymenoptera order,
433 and one distinctive clade for Diptera and Hemiptera. Orders, like Coleoptera,
434  Phthiraptera, and Archaeogastropoda were not grouped in a single clade, representing
435 amore diverse distribution throughout the diversity of sequences. The defensins group
436 A from Scarabaeidae was related to the Coleopteran defensin described from the
437 Interpro. Group B of Scarabaeidae defensins were exclusively found in Scarabaeidae
438 in a closer relationship with the clade corresponding to Hymenoptera. Group C seems
439 to be related to a single defensin encoded by Hymenoptera (VespidaeXP_014602557)
440 and other Coleoptera species. These results are compatible with the idea that groups
441 B and C are Scarabaeidae-specific groups of defensins with novel structural and
442  physicochemical properties.

443

444  Fig 8. Neighbor-joining similarity dendrogram of invertebrate defensins. Sequences
445  from the mature peptides were aligned by MUSCLE. The taxonomic distribution of the
446  sequences and the corresponding defensin group is indicated in the color code
447 presented. The confidence values of the branches were calculated with 10,000
448  bootstrap replicates. Thicker lines show branches with bootstrap threshold value > 70.

449

450 Attacin family description
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451  Attacins are peptides with molecular masses of 20-23 kDa with a wide spectrum of
452  antimicrobial activities, including Gram-positive and Gram-negative bacteria, fungi,
453 and protozoan parasites. As described for defensins, attacins are synthesized as pre-
454  pro-proteins containing a signal peptide, and a conserved R-X-[RK]-R motif, which can
455 be recognized by furin-like enzymes. The mature peptide is composed of an N-
456 terminal attacin domain, followed by a glycine-rich segment. Attacins may be further
457  divided according to basic and acid attacins [28,101-103].

458

459 In this study, we identified 41 new Scarabaeidae attacin sequences that fulfill the
460 characteristics described (Fig 9). They are also recognized as sequences from this
461 family by the Pfam signature Attacin-C (PF03769) [104,105]. The predicted mature
462 sequences of the identified attacins can be further divided into two groups (named
463 group A or B) according to the net charge (Fig 10). Compared to group B attacins,
464  those belonging to group A are more cationic as they are highly enriched in positively
465 charged residues. Additionally, group A attacins contain significantly more GNTS polar
466  residues.

467

468 Fig 9. Multiple-sequence alignment of attacin HDP found in Scarabaeidae. Position
469 19 in the alignment represents the cleavage site of the signal peptide predicted with
470 SignalP. The propeptide comprises positions 20 to 60. Position 80 indicates the
471  propeptide furin-like cleavage site.

472

473  Fig 10. Physicochemical characteristics of the Scarabaeidae attacins. A. Net charge
474 and B. GNTS composition. Statistical differences were evaluated by ANOVA test with

475  Tukey's multiple comparisons (p-value: ****<0.0001).
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476

477 The secondary and tertiary structures predicted for Scarabaeidae attacins were
478 characterized by a predominant antiparallel eight string beta-sheet configuration (Fig
479  11). The structural similarity was higher for group A attacins, as evidenced by higher
480 TM scores (Group A= 0,73 and Group B= 0,58). The tertiary structure partially
481 resembles those adopted by barrel channels. Interestingly, their structure was
482 modeled by using the E. coli TamA barrel domain (PBD:4N74) as template by the
483 automatic server predictor RaptorX. TamA forms a barrel channel with 16
484 transmembrane beta-sheets that translocates protein substrates across bacterial
485 membranes [1006].

486

487

488  Fig 11. Structural superposition (left) and Ramachandran plot (right) of the mature
489 attacins. A. Analysis of group A, TMscore=0.7366. B. Analysis of group B,
490 TMscore=0.5844. The analysis was conducted in DeepAlign.

491

492 Based on these observations we hypothesized that attacin antimicrobial activity may
493  be related to the formation of similar configurations in the bacterial membranes. To
494  evaluate this possibility further, a protein-protein interaction modeling was conducted.
495 This analysis predicts homodimers of attacins with barrel-like structures containing an
496 outward hydrophobic face, conserved acidic residues facing inward and glycine-rich
497 regions corresponding to the beta loops (Fig 12). These findings are compatible with
498 the experimental results of attacin E of Hyalophora cecropia, which is targeted to the
499 outer membrane of E. coli and facilitates the penetration of cations such as sodium

500 and potassium [106]. The tertiary structure of attacins has not been experimentally
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501 determined in the PDB. The structural information available was obtained by circular
502 dichroism (CD) on a recombinant attacin encoded by Hyalophora cecropia. An a-
503 helical structure for this protein was deduced based on the presence of a single peak
504 at222 nmin CD [101]. However, the distinctive feature of a-helical proteins in CD are
505 negative bands at 208 and 222 nm [107], so the structure of this protein family remains
506 an open question.

507

508 Fig 12. Attacin structural protein-protein interaction prediction. A. and B. Attacin A
509 (GHMAO1_13033). C. and D. Attacin B (GHMAO01_106752). A. and C. Monomer
510 electrostatic potential, according to Coulomb's law surface coloring (red -10, white 0,
511  blue 10 Kcal/(mole”e)). B. and D. Dimer protein-protein interaction prediction in
512  ribbons chain coloring.

513

514  Dendrogram for insect attacins shows a clear overrepresentation of sequences from
515 Diptera, especially flies representing 59% of the sequences. This group of diptera
516 sequences representing flies forms a single clade, as well as Lepidoptera, for
517  Coleoptera attacins; the group in a distant clade in close proximity to a second diptera
518  group representing mosquitoes. The Coleoptera attacins had a clear differentiation in
519 the A and B groups described. Only two sequences of Coleoptera attacins were
520 previously annotated in the Interpro (Oryctes AOAOT6BEZ25; Oryctes AOAOT6BFF4)
521  and were grouped into the B Scarabaeidae attacins (Fig 13).

522

523  Fig 13. Neighbor-joining similarity dendrogram of insect attacins. Sequences from the
524 mature peptides were aligned by MUSCLE. The taxonomic distribution of the

525 sequences and the corresponding attacin group is indicated in the color code
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presented. The confidence values of the branches were calculated with 10.000

bootstrap replicates. Thicker lines show branches with bootstrap threshold value > 70.
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530 Coleoptericin family description

531

532 Coleoptericins are a group of antimicrobial peptides found exclusively in the
533 Coleoptera order. The first coleoptericin was described in the tenebrionid beetle,
534  Zophobas atratus [33]. This family is characterized by a signal peptide and a furin-like
535 cleavage site with a mature peptide of 71 to 75 residues [108]. This group of HDP
536 shows antimicrobial activity to Gram-positive and Gram-negative bacteria, with
537  bacteriostatic and bactericidal activity at low and high concentrations respectively.
538 Their action mechanism is unclear, but liposome leaking experiments suggest that it
539 does not involve the formation of pores. Instead, they elicit the formation of an
540 elongated and chain formation morphology in the bacteria [32]. A coleoptericin has
541  recently been shown to play a central role in host-symbiont interactions in the weevil
542  S. zeamais [50].

543

544  Coleoptericins encoded by Scarabaeidae (37 sequences) were identified as pre-pro-
545  proteins with a furin-like cleavage site, they share the motif G-P-[GNS]-[KR]-[GSA]-K-
546 P from position 97 to 103 (Fig 14). They were classified according to their amino acid
547  sequence conservation into three major groups: 1. Group A (18 sequences) with
548 approximately 73 amino acid residues in length, a cationic character with a mean net
549  charge of 5.63, and a relative disorder structure with a random coil-beta sheet structure
550 (TM score: 0.27) (Figs 15-16); 2. Group B is a small group in Scarabaeidae (three
551  sequences), but shows high similarity with already reported coleoptericins (Fig 17).
552  They are typically 72 residues in length, with a mean net charge of 5 and a coil-beta
553  sheet-helix-coil configuration in the tertiary structure (Fig 16); 3. Group C (17

554  sequences) is 57 to 59 amino acids in length and is enriched in acidic residues that
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555 provide an mean positive net charge of 1.41. They have a relatively disordered
556  structure with a coil-beta sheet-helix-coil configuration (Figs 14-17). In general, the
557 conserved coleoptericin motif is structurally preceded by an alpha helix or related to
558 the third beta loop in the structural conformation.

559

560 Fig 14. Multiple sequence alignment of Coleoptericin HDP found in Scarabaeidae.
561 Position 23 in the alignment represents the cleavage site of the signal peptide
562 predicted with SignalP. Positions 94 to 97 furin-like cleavage site.

563

564 Fig 15. The net charge of the Scarabaeidae Coleoptericins. Statistical differences
565 were evaluated by ANOVA test with Tukey's multiple comparisons (p-value:
566  ****<0.0001).

567

568 Fig 16. Structural superposition (left) and Ramachandran plot (right) of the mature
569 coleoptericins. A. Analysis of group A, TMscore=0.2753. B. Analysis of group B,
570 TMscore=0.6248, C. Analysis of group C, TMscore=0.3925. The analysis was
571  conducted in DeepAlign.

572

573 Fig 17. Neighbor-joining similarity dendrogram of Coleoptericins. The taxonomic
574  distribution of the sequences and the corresponding coleoptericin group is indicated
575 in the color code presented. A sequence from Carausius (Phasmatodea order) was
576 used as the root node. The remaining sequences belong to the Coleoptera order. The
577 confidence values of the branches were calculated with 10,000 bootstrap replicates.
578  Thicker lines show branches with bootstrap threshold value > 70.

579
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580 Coleoptericins A, B, and C identified form three separate groups exclusive of the
581 Scarabaeidae family. This work, reports two new groups, A and C coleoptericins,
582  which are a group in a different clade and are exclusive of Scarabaeidae (Fig 17).

583

584 Distinct physicochemical properties characterize the HDP

585 families of Scarabaeidae

586 Families of insect antimicrobial peptides have distinct physicochemical properties,
587 amino acid composition, and structural features. This has allowed the classification of
588 HDP according to them [13]. Insect antimicrobial peptides can be divided into four
589 classes: a-helical peptides (cecropin and moricin), cysteine-rich peptides (insect
590 defensin and drosomycin), proline-rich peptides (apidaecin, drosocin, and lebocin) and
591  glycine-rich peptides (attacin and gloverin) [37,109]. With this in mind, those features
592  were analyzed in the HDP identified from Scarabaeidae. Attacins and coleoptericins
593  were the families with higher molecular mass (Mean: 12931Da SD: 1075Da and Mean:
594 7097Da SD: 736.6Da, respectively) and lowest hydrophobic nature (0.27 and 0.28
595 ratios respectively) (Fig 18). Defensins and cecropins showed similar hydrophobic
596 ratios (0.37 and 0.47, respectively). As described for other members of cecropins [26],
597 those identified in Scarabaeidae are characterized by high net charges (Mean: 9.25;
598 SD: 1.71) and pl values (Mean: 11.3; SD: 0.41) (Fig 18). These characteristics are
599 reflected in the amino acid composition of the peptide families (Fig 19). Cecropins
600 show a higher proportion of positively charged amino acids, and attacins and
601  coleoptericins a higher content of polar residues. Prolines and glycines are structurally
602 important amino acids, hence, differences were sought in the content of these amino

603 acids in the HDP. In contrast to the other two families, more than 10 % of the amino
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604 acids encoded by attacins and coleoptericins correspond to these two residues (Fig
605 19).

606

607 Fig 18. Physicochemical properties of Scarabaeidae HDP families predicted with
608 APD3. A. Molar mass. B. Isoelectric point. C. Net charge. D. Hydrophobic ratio

609

610 Fig 19. Representation of amino acid groups in the families of Scarabaeidae HDP . A.
611  Positively charged amino acids (RK). B. Proline and glycine amino acids C. Polar
612 amino acids (GNST), statistical difference was observed among all groups (****).
613  Statistical differences were evaluated by ANOVA test with Tukey's multiple
614 comparisons (p-value: ***<0.001; ****<0.0001).

615

616  The amino-acid distribution represents a key characteristic to classify HDP families,
617 like proline, lysine, and cysteine-rich antimicrobial peptides [13,37,109,110].
618 According to this, in Scarabaeidae HDP it was found that positively charged amino-
619  acid proportion only differentiates the cecropin family (Fig 19A). The percentage of
620 glycine and proline obtained showed a statistical difference among all groups except
621 between the attacin and coleoptericin. The polar amino acid (GNST) distribution
622 differentiates the HDP families with a statistically significant difference (Fig 19B, C).

623

624 Antimicrobial activity prediction of dung beetle HDP in

625 Silico.

626
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627 Development of sequence-based computational tools can be helpful in identifying
628 candidate HDP for experimental characterization. Different tools classified the
629 sequences according to different parameters, like physicochemical characteristics,
630 compositional amino acids, family signatures, and hidden Markov models (HMM); with
631 complementary approaches regarding the accuracy, capacity of prediction, and
632 training set for the construction of the program [13,68,69].

633

634  The cecropin family in CAMPr3 had 17 of 18 sequences with a positive prediction with
635 four different tools (Random forest, support vector machine, discriminant classifier,
636 artificial neural network) compared to iAmPred which shows lower scores. iAmPred
637 and Campr3 predicted high antimicrobial probability to defensins (groups A and B) and
638 attacins; and low antimicrobial probability to cecropins and coleoptericins. ClassAmp2
639 predicted a high probability for all the families involved (Fig 20). This high probability
640 prediction for defensins and low activity prediction for cecropins may be related with
641  the fact that B-defensins had been reported in a wide range of organisms and thus
642 have a higher diversity and representation in the data bases and training libraries,
643 whereas, cecropins had been found majorly in insects (limited taxon) with a low level
644  of representation for some groups, like Coleoptera [111].

645

646 Fig 20. Heat map for the antimicrobial prediction of Scarabaeidae HDP. The gradient
647 represents the probability score for each server from inactive (green), medium activity
648 (black), and active (red). The HDP families were separated in their respective groups:
649 Attacin A and B; Coleoptericins A, B, and C; Defensins A, B, and C. SVM: support
650 vector machine; RFC: Random forest; ANN: artificial neural network; DAC discriminant

651  analysis classification; AB: antibacterial; AV: antiviral; AF: antifungal.
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652

653 In general, CAMPr3 has a higher probability of prediction compared with iAMPpred.
654 These results may be due to the greater data set used to construct the prediction in
655 CAMPr3, including family signatures, compared with iAMPred; nevertheless,
656 iAMPpred includes a wide diversity of physicochemical parameters and compositional
657 AA parameters. The cecropin family has a lower probability in iAMPpred, compared
658  with CAMPr3; this result may be explained by the underrepresentation of the cecropin
659 family of Coleoptera in the databases and the relative divergence of the Scarabaeidae
660 cecropins compared with other taxa (Fig 4). This also may explain the low prediction
661  probabilities for the coleoptericins in general.

662

663 Conclusion

664 Using HDP has been suggested as a complement to traditional antibiotics, and insects
665 are considered attractive sources of novel HDP, given that their immune response
666 relies —in part— on the expression of diverse families of these peptides showing strong
667  antimicrobial activity at low concentrations and against a wide range of pathogens. So
668 far, identification of insect HDP has focused on the Hemiptera, Hymenoptera,
669 Lepidoptera, and Diptera orders [85]. In Coleoptera, the most diverse order of insects,
670 only a few HDP have been reported [2,24,53,85]. This work identified 155 novel
671  sequences of HDP found in nine transcriptomes from seven Coleoptera species: D.
672 satanas (n= 76; 49.03%), O. curvicornis (n= 23; 14.83%), T. dichotomus (n= 18;
673 11.61%), O. nigriventris (n= 10; 6.45%), Heterochelus sp. (n= 6; 3.87%), O.
674  conspicillatum (n= 18; 11.61%) and P. japonica (n= 4; 2.58%). Two information

675 sources were retrieved: 1) De novo transcriptomic data from two neotropical
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676 Scarabaeidae species (Dichotomius satanas and Ontophagus curvicornis); 2)
677 Sequence data deposited in public sequence databases. The HDP sequences from
678 Coleoptera were identified based on similarity to known HDP insect families. New
679 members of defensins (n = 58; 37.42%), cecropins (n = 18; 11.61%), attancins (n =
680 41; 26.45%), and coleoptericins (n = 38; 24.52%) were detected. These families were
681 described based on their physicochemical properties, structural features, and
682 sequence similarity. Both novel and previously described attributes were observed in
683 different families. These features are summarized in Fig 21. Most HDP sequences
684 show predicted antibacterial, antiviral, and antifungal activities (Fig 20), so they may
685 be promising candidates for experimental characterization in anti-microbial and
686  cytotoxicity screening assays. Additionally, this work would also help distinguish key
687  attributes associated with different peptide activities, allowing identification and
688  description of new anti-microbial peptides.

689

690 Fig 21. Scarabaeidae HDP general sequence and structural features A. Cecropins.
691  B. Defensins. C. Attacins D. Coleoptericins.

692
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