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RESUMEN

Dado el problema creciente de la resistencia bacteriana a los antibiéticos tradicionales, es
necesario buscar en la naturaleza nuevas estrategias y fuentes de sustancias con
propiedades antibacterianas para el control de estos patégenos, una de las mejores
alternativas es la busqueda de nuevas moléculas con actividad biol6gica antimicrobiana
con modelos de accibn que no generen resistencia con facilidad. Los péptidos
antimicrobianos (PAMs) son moléculas que producen la mayoria de los seres vivos y lo
hacen como defensa contra microorganismos patégenos. En los insectos se han descrito,
caracterizado y sintetizado numerosos PAMs, con excelentes resultados en la actividad
antimicrobiana, que se han postulado a candidatos potenciales para hacer frente a los
microorganismos patdgenos de importancia en salud publica. En este trabajo se
identificaron dos secuencias de PAMs (Oxysterlina 1 y Oxysfensina 1) derivadas del
transcriptoma del escarabajo Oxysternon conspicillatum, se caracterizaron por identidad
dentro de dos familias de péptidos (cecropinas y defensinas) respectivamente, se hizo el
modelo estructural y se identificaron las caracteristicas fisicoquimicas por métodos
bioinformaticos; se evalué la actividad citotoxica, antimicrobiana y hemolitica del péptido
sintético Oxysterlina 1, la actividad antimicrobiana contra bacterias E. coli ATCC 35218, E.
coli ESBL, Salmonella typhi, Enterobacter cloacae, Staphylococcus epidermidis y Candida
albican, la actividad hemolitica sobre los eritrocitos humanos vy citotoxica en células Vero
(ATCC:CCL-81). Adicionalmente se evaluaron las condiciones de expresion de la
Oxysfensina 1, se logré clonar en bacterias E. coli DH10B, expresar en bacterias E. coli
BL21 y purificar parcialmente utilizando un buffer de elusion con 500mM de Imidazol.

Se encontré actividad antibacteriana del péptido sintético Oxysterlina 1 frente a E. coli
ATCC 35218, E. coli ESBL, Salmonella typhi (MIC 6,25 ug/mL) y Enterobacter cloacae (MIC
12,5 pug/mL). No se encontrd actividad frente a S.epidermidis ni frente a Candida albicans.
Se observo una hemolisis minima en algunas de las concentraciones evaluadas, la cual no
supero el 20% de hemolisis. Se encontré actividad citotoxica en células vero a una
concentracion del 2000ug/mL y se hall6 un indice terapéutico in vitro de 320. Segun la curva
tiempo muerte se encontrd una actividad bactericida dependiente de la concentracién.

De la Oxysfensina 1, se logré establecer las condiciones de expresion (30°C, 20 horas post-
induccion y 0,1mM de IPTG) y se logré purificar parcialmente, obteniendo una
concentracion maxima (lectura A280) de 0,137 mg/mL. La Oxysterlina 1 podria ser un
potencial antibidtico contra bacterias Gram negativas dada su alto indice terapéutico,
actividad bactericida y presencia de una estructura y mecanismos de accion diferentes a
los antibidticos convencionales. Los resultados de actividad del péptido sintético Oxysterlina



1 demuestran la promisoria utilidad de estos péptidos para el control de patégenos que
puedan aportar al futuro desarrollo de nuevas estrategias de control.



1.

INTRODUCCION

El uso indiscriminado de la terapia antibidtica para el control de infecciones, asi como la
disminucién en la investigacion y desarrollo de nuevos antibiéticos activos contra estos
microorganismos resistentes, estan llevando a una crisis de salud publica (Andersson,
2010). En los dltimos 40 afios solo tres nuevas clases de antibioticos estructurales se han
introducido en la practica médica (oxazolidinonas, estreptograminas y el lipopéptido
daptomicina) (Jacqueline, 2004) (Cabrera, 2007) (Cabrera., 2011).

Este problema nos muestra la necesidad cada vez mas urgente de buscar estrategias
diferentes que contemplen la busqueda de nuevos agentes con actividad biol6gica
antimicrobiana y modelos de accion diferentes. Se ha reportado los PAMs, que hacen parte
del sistema de defensa de practicamente todas las formas de vida y que tienen propiedades
bactericidas, fungicidas y citoliticas, ademés de propiedades inmunomoduladoras
(Marshall, 2003) (Arenas, 2009). La ventaja de los PAMs como estrategias de control de
patdgenos es que, dada la relativa inespecificidad de su mecanismo, no es facil para los
patdgenos desarrollar mutantes resistentes, ya que esto requeriria cambios sustanciales en
la composicion lipidica de sus membranas celulares (Chen, 2005) (Nizet, 2006).
Adicionalmente, los PAMs han co-evolucionado con los microorganismos a lo largo de
millones de afios, lo cual se debe principalmente a su mecanismo de accion (Yeaman,
2003).

Ademas de la busqueda de PAMs en una gran variedad de organismos vivos, los insectos
se han convertido en un importante grupo de estudio de estas moléculas efectoras, por
ejemplo las cecropinas fueron encontradas inicialmente en la hemolinfa de insectos, su
tamafio oscila entre 3y 4 kDa, tienen actividad frente a bacterias, no presentan citotoxicidad
y son susceptibles a proteasas (Marshall, 2003), (Diaz, 2011). Los insectos no tienen
inmunidad adaptativa, pero en su lugar tienen una sofisticada inmunidad innata que
consiste de respuesta inmune humoral y celular. La respuesta inmune celular como la
fagocitosis, encapsulacion y nodulacion mediada por hemocitos (Lavine, 2002). La
respuesta inmune humoral esta representada por melanizacibn con fenoloxidasas
(Cerenius, 2008), produccion de especies reactivas de Oxigeno (Nappi, 2002) y produccion
de PAMs (Butel, 1999) (Hultmark, 2003). Los PAMs son las principales proteinas de
defensa del huésped contra la invasion por microorganismos patdégenos, como las
bacterias, micoplasmas y hongos (Imler, 2005. ). Estos PAMs se han diferenciado como
blancos especificos contra microorganismos patégenos — por ejemplo, los PAMs de
Drosophila melanogaster han sido caracterizados dentro de tres grupos especificos basado
en su mayor blanco biolégico: 1. Defensinas, las cuales actlan contra bacterias Gram
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positivas. 2. Dipericinas, Atacinas y Cecropinas contra bacterias Gram negativas y 3.
Drosomisinas y metchnikowinas activos contra hongos (Lemaitre, 1996).

Dentro de los insectos, los coledpteros han sido usados para estudios bioquimicos de la
inmunidad innata de invertebrados, la razon principal para usar escarabajos como un
sistema modelo, es porque se pueden extraer grandes cantidades de hemolinfa para estos
estudios (Ji-Won Park, 2010), se han identificado tres PAMs en T. molitor; Tenecin 1,2y 3
(Moon, 1994) (Roh, 2009) (Lee, 1996). Defensinas, Coleoptericinas, Cecropinas y péptidos
antifingicos han sido aislados a partir de coledpteros y han sido caracterizados
bioguimicamente (Barbault, 2003) (Bulet, 1991). El presente trabajo tuvo como objetivo
principal identificar secuencias de PAMs en el transcriptoma del escarabajo copréfago
Oxysternon conspicillatum, caracterizar sus perfiles por alineamiento con otras secuencias,
modelamiento de su estructura terciaria y caracteristicas fisicoquimicas identificadas
bioinformaticamente, evaluar la actividad antimicrobiana de un péptido sintético
(Oxysterlina 1) y determinar las condiciones de expresion de un péptido recombinante
(Oxysfensina 1). Cabe resaltar que la propuesta es innovadora, en el contexto de la
investigacién de PAMs derivados de un escarabajo copréfago, ya que hasta la fecha no hay
publicaciones de este tipo, por lo que es importante estudiar mas sobre este tema y poder
desarrollar nuevas estrategias para intentar mitigar la problematica de microorganismos
resistentes a antibigticos.
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2. ANTECEDENTES Y MARCO TEORICO

2.1 LOS PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS (PAMS)

Los organismos Vivos se encuentran constantemente expuestos a infecciones microbianas
y patdégenos, para defenderse de este tipo de amenazas han desarrollado mecanismos de
defensa que conforman el sistema inmune tanto innato como adaptativo. A diferencia de
los organismos vertebrados los invertebrados solo cuentan con el sistema innato y como
parte de éste se encuentra la produccién de sustancias antimicrobianas, éstas son
principalmente péptidos o polipéptidos, que en su mayoria contiene menos de 200
aminoéacidos y son producidos en diferentes tipos de células y secreciones (Ortega-Rubio,
1994). Dependiendo del organismo, estan presentes de forma constitutiva o inducibles en
el momento de la infeccién (Hancock, 2000).

Fue hace aproximadamente 20 afios que se vio que la linfa de los insectos, los granulos de
los neutréfilos humanos y la piel de las ranas contenian péptidos que podian matar
bacterias en cultivo, desde entonces se han observado mas de 600 péptidos catidnicos en
casi todas las especies incluyendo bacterias, hongos, insectos, tunicados, anfibios,
crustaceos, aves, peces, mamiferos y humanos. Estos son referidos como péptidos
cationicos antimicrobianos, que ademas de la habilidad de matar microorganismos
directamente, estas sustancias parecen capaces de reclutar y promover otros elementos
de la inmunidad, particularmente de la inmunidad innata (Scott, 2000).

Los PAMs son estructuras de aminoacidos unidas por enlaces covalentes, su tamafio
aproximado oscila generalmente entre 12-50 amino&cidos y tienen una masa molecular
menor de 10000. Estos péptidos son anfipaticos, lo cual significa que poseen una regién
hidrofobica, cargada positivamente que interactia con lipidos y una regién hidrofilica o
residuos cargados negativamente, que interactda con el agua (Hancock R. , 2001) (Wang,
2010) (Ganz T., 2001). Estas caracteristicas permiten a los péptidos interactuar mejor con
membranas que estan compuestas de moléculas anfipaticas, especialmente con
membranas de bacterias cargadas negativamente (Hancock R. , 2001).

Uno de los primeros péptidos evaluados frente a varias cepas bacterianas y con una
actividad antimicrobiana importante fueron las maganinas producidas por anfibios (Zasloff,
1987) (Gutierrez, 2003) de ahi en adelante otros PAMs fueron encontrados y estudiados,
entre ellos las cecropinas y las defensinas de insectos y humanos respectivamente, con
accion frente a diferentes tipos de bacterias y hongos (Daher, 1986) (Gudmundsson, 1991)
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La mayoria de los PAMs son catiénicos, lo que significa que tienen una carga positiva a un
pH fisiologico debido a la presencia de altos contenidos de arginina y lisina (residuos
cargados positivamente) sobre acido aspartico y acido glutamico (residuos cargados
negativamente). Ademas este caracter cationico puede ser reforzado por una amidacion en
el extremo C terminal (Hancock., 2006). Aunque su caracter cationico asociado con su
tendencia a ser anfipaticos facilitan su interaccion e insercion en las paredes celulares
aniénicas y membranas de fosfolipidos de microorganismos, se han propuesto varios
mecanismos que explican su modo de accion, tales como: Autopromotores de captacion,
mecanismo detergente sobre la membrana celular y mecanismo de poro sobre la
membrana celular (Téllez G. A & Castafio J.C., 2010).

Se han publicado numerosas clasificaciones de PAMs teniendo en cuenta el organismo
donde se producen, familia a la que pertenece, funcion, tropismo, mecanismos de accion,
entre otras. Una de las clasificaciones mas utilizadas es la conformacion estructural; la cual
depende de la secuencia de aminoacidos, las mas comunes son las hélices a y laminas 3
como las cecropinas y las defensinas respectivamente (Wimley, 2010). La mayoria de los
PAMs estan dentro de la conformacion de hélices a, un ejemplo de estos son las
Cecropinas, la principal familia de PAMs producidos por insectos (Tamang & Saier, 2006)
(Steiner & Andreu, 1988), tienen bajo peso molecular, son solubles en agua y poseen un
amplio espectro de actividad antibacteriana, y en algunos casos son incapaces de lisar las
células eucariotas (Tamang & Saier, 2006), (Holak & Engstrom, 1988). Los PAMs con
conformacién de laminas [, regularmente tienen un peso entre 2 y 8 kDa, estos péptidos
estan conformados por cadenas dispuestas en forma antiparalela unidas uno o varios
puentes disulfuro que permiten formar una estructura estable importante en su actividad
antimicrobiana (Yount., 2003).

Dentro de las caracteristicas necesarias para la actividad antimicrobiana estan, el tamafio,
los residuos por los que estan compuestos y su organizacion, la tendencia a formar una
estructura secundaria determinada (hélices a o laminas ), la carga, que normalmente es
positiva, la anfipaticidad, entre otros (Zelezetsky, 2006). Estas caracteristicas no son
independientes, no basta con que una molécula tenga una sola de ellas para tener una
excelente actividad, es importante que agrupe varias y en una proporcién adecuada para
mantener un equilibrio entre alta capacidad antimicrobiana y baja toxicidad, por lo general
la atraccion de alguno de estos aspectos lleva a efectos adversos (Yount., 2003)
(Takahashi, 2010).
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2.2 CECROPINAS

Las cecropinas son una familia de PAMs basicos producidos por insectos, fueron unos de
los primeros PAMs identificados (Tamang, 2006), (Steiner, 1988). Inicialmente aislados de
la polilla de seda Hyalophora cecropia (Steiner., 1981). Han sido identificados en insectos
del orden Lepidoptera, Diptera y Coleopteros, recibiendo diferentes nombres como
sarcotoxin-1 (Okada M, 1985), (Kim SR, 2010), stomoxyn (Boulanger N, 2002b), (Landon
C., 2006), hinnavin (Yoe S, 2006 ), entre otros.

La familia de las cecropinas contiene de 31 a 39 aminoacidos con un dominio N Terminal
anfipaticos y un dominio hidrofébico C Terminal, poseen una amplia actividad
antimicrobiana practicamente contra todas las bacterias Gram-negativas y algunas Gram-
positivas. Pero curiosamente son relativamente inactivos contra Staphylococcus aureus.
Estas moléculas muestran una buena actividad contra protozoos parasitos como
Plasmodium falciparum (Andreu et al., 1992), (Boman., 1989) y Leismania (Chicharro,
2001), levaduras como Candida albicans. También han mostrado una buena actividad in
vitro frente a varias lineas celulares de tumores (Shin., 1999), (Chen., 1997). Las cecropinas
muestran una baja toxicidad frente a células eucariotas normales y una actividad hemolitica
relativamente débil. En un modelo de sepsis bacteriana por Gram negativos en rata, el
tratamiento con cecropina B sola o en combinacion con beta-lactamicos redujo
significativamente los niveles plasméticos de factor de necrosis tumoral alfa y endotoxinas,
disminuyo la carga infecciosa y mejoro la sobrevida (Ghiselli, 2004).

Andalogos de la cecropinas han sido aisladas de una variedad de especies de insectos y
también se han hallado en mamiferos. Numerosos analogos sintéticos de la cecropinas
naturales han sido usados para elucidar la relacion secuencia — actividad. La sustitucién de
los residuos de prolina en el dominio N terminal disminuye significativamente la actividad,
indicando la importancia de la alfa hélice anfipatica (Andreu., 1985). Un residuo aroméatico
conservado en la posicion 2 es esencial para una actividad antimicrobiana completa, siendo
los andlogos que contienen el triptofano nativo mas activos que los que contienen
fenilalanina (Ramirez, 2007). Estudios usando un constructor modular indican que la
organizaciéon general de una hélice N - Terminal anfipatica conectada a una hélice
hidrofobica C - Terminal por una regién de bisagra flexible es requerida para una fuerte
actividad antimicrobiana de amplio espectro (Fink, 1989).
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2.3 DEFENSINAS

Las defensinas han sido encontradas en una gran variedad de animales y plantas e incluso
en el hongo Pseudoplectania nigrella, lo que sugiere un papel evolutivamente conservado
en la inmunidad innata y que puede haber surgido a partir de una gen ancestral comun
(Mygind PH, 2005). Las defensinas son PAMs pequefios (~4kD) con seis residuos
conservados de cisteinas que forman tres puentes disulfuro dentro de la molécula. Basados
en su estructura pueden estar clasificadas dentro de tres familias: “Defensinas clasicas”,
beta- defensinas y defensinas de insectos (Ganz T, 1994). Hay diversas revisiones sobre
defensinas, incluyendo defensinas de la inmunidad innata de vertebrados (Ding J, 2009 ),
(Jarczak J, 2013), (Lehrer RI, 2012), (Wilson SS, 2013), (Zhao., 2014), defensinas de
plantas (Carvalho Ade O, 2011), modelos de accion y estructuras de defensinas de
diferentes reinos (Wilmes M, 2011), modelo de accién de plantas, insectos y humanos en
respuesta antifungica (Aerts AM, 2008).

Las defensinas de insectos son péptidos cationicos de 34-51 residuos de amino&cidos con
seis cisteinas conservadas. Estos péptidos han sido identificados en el orden Diptera,
Hymenoptera, Hemiptera, Coleoptera y Lepidoptera, pero también estan presentes en
insectos ancestrales del orden Odonata (Bulet, 1991), sugiriendo que las defensinas de
insectos pueden derivar de un gen ancestral comun. La estructura de las defensinas de
insectos estd compuesta de un bucle N-terminal, una hélice alfa seguida por una lamina 3
antiparalela (Bonmatin JM, 1992), (Cornet B, 1995), (Hanzawa H, 1990). Las hélices alfa'y
laminas 3 estan unidas por dos enlaces disulfuro intramoleculares formando una estructura
de “hélices a, laminas B y cisteinas estable” o una estructura “bucle- hélice a y lamina 3”
(Cornet B B. J., 1995). Los motivos de cisteinas han sido conservados en otras defensinas
de insectos como tenecinl y heliomicin (Lamberty M, 2001), (Lee KH, 1998) y también estan
presentes en péptidos anti-fungicos como drosomicin de D. melanogaster (Landon C, 1997)
y en el PAM termicin de la termita Pseudacanthotermes spiniger (Da Silva P, 2003).
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2.4 ANTIBIOTICO-RESISTENCIA.

Desde la introduccién en la medicina de los antibioticos, estos han tenido un impacto
enorme en el tratamiento de las enfermedades infecciosas y en el éxito de procedimientos
invasivos como la cirugia y quimioterapia. Sin embargo el advenimiento de la antibidtico-
resistencia amenaza con revertir este progreso (Waterer, 2001). La prevalencia creciente
de patdgenos resistentes a multiples medicamentos es una gran amenaza al sistema de
salud mundial. Fue asi como en 2003 en Estados Unidos, cerca del 57% de las infecciones
por Staphilococcus aureus fueron resistentes a multiples antibiéticos, y hay una resistencia
emergente a la Vancomicina (Levy, 1998), (Willems, 2005), una droga considerada
generalmente como Ultima linea de defensa en el tratamiento antimicrobiano. La
distribucion de estos patdégenos a nivel mundial y de Colombia varia entre el 2y 37% y se
esta incrementando a pesar de los intentos de control por las entidades de salud de cada
pais. S. aureus MR es el patdgeno con las frecuencias de resistencia mas altas reportadas
y se distribuye no solo a nivel hospitalario sino también en la comunidad, tanto rural como
urbana (Cabrera., 2011)

Entre los factores que favorecen la aparicion de cepas bacterianas resistentes a los
antibioticos, esta principalmente el uso inadecuado por los humanos. Son varias las
publicaciones en las que se describen los dafios ambientales y en la salud humana debido
al uso irracional de los antibioticos, iniciando con la contaminacion de las fuentes de agua,
la cual, puede ser consumida directamente por humanos y animales o ser utilizada para el
riego de cultivos de vegetales que luego son consumidos también por humanos y animales.
Adicionalmente los humanos consumimos productos derivados de animales como carne o
leche que presentan también altas concentraciones de estos farmacos (Tenover, 2006),
(Davies, 2010), (Andersson & Hughes, 2012). Por otro lado, los humanos contaminamos
con nuestra orina fuentes de agua teniendo en cuenta que entre el 20 y el 90%,
dependiendo del antibidtico, se excretan por la orina aun en forma activa (Andersson &
Hughes, 2012). Todo esto genera un ambiente con alta presién selectiva, donde las
bacterias estan en contacto permanente con diferentes concentraciones de diferentes
antibiéticos, lo que conlleva a que activen y desarrollen mecanismos de resistencia
(Cabrera, 2007).

Los agentes anti-microbianos se clasifican segun la forma de accion, de la siguiente forma;
inhibicidn de la sintesis de la pared bacteriana (B- lactamicos y glicopéptidos), inhibicién de
la sintesis de proteinas (macrolidos y tetraciclinas), interferencia con la sintesis de los
acidos nucleicos (fluoroquinolonas y rifampicinas), inhibicion de rutas metabdlicas
(trimetoprim-sulfametoxazole) y dafio de la estructura de la membrana bacteriana
(polimixinas y daptomicina) (Tenover, 2006). Desafortunadamente estos antibioticos tienen
rangos de accion restringidos y cierto grado de toxicidad, lo que limita su impacto. Por lo
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tanto es importante considerar nuevas clases de antibidticos con estructuras diferentes a
los desarrollados hasta el momento para evitar la generacion de resistencia cruzada por
mecanismos hasta ahora evidenciados en las bacterias. Una de las fuentes de estos nuevos
antibioticos son los PAMs (Hancock, 2000).

2.5 ESCARABAJOS COPROFAGOS

Los llamados escarabajos copréfagos o estercoleros, son uno de los grupos tropicales mas
caracteristicos del Orden ColeoOptera. Estos insectos pertenecen a la familia Scarabaeidae,
subfamilia Scarabaeinae (Morén, 2004). La denominacion de este grupo se debe a que el
ciclo de vida de la mayoria de las especies, depende del excremento de vertebrados,
principalmente mamiferos (Halffter, 1982).

Los escarabajos del estiércol, conocidos también como rodacacas, caqueros o peloteros,
son llamados asi porque tanto los adultos como los individuos en desarrollo se alimentan
de excrementos de grandes herbivoros, como las vacas. Los que viven en los pastizales
ganaderos encuentran su alimento mas facilmente, ahi la mayoria de ellos ayuda a limpiar
el pasto al enterrar el estiércol y usarlo para alimentarse y reproducirse. Los escarabajos
del estiércol adultos se alimentan de la suspension liquida del excremento que contiene
microorganismos como bacterias y hongos, mientras que las larvas comen los restos
sélidos de las plantas que no fueron digeridas por las vacas (Magdalena Cruz R, 2011).

Estos escarabajos son un grupo importante de la comunidad de insectos en los bosques
Neotropicales. A nivel mundial se conocen 16 tribus, distribuidas en 266 géneros y
aproximadamente 6000 especies de escarabajos copréfagos, para el neotrépico se
conocen 1300 especies y 70 géneros y para Colombia en el 2001, se reportan 283 especies
y 35 géneros (Medina., 2001), sin embargo se han reportado diferentes nimeros de
especies y géneros a través del tiempo (Vaz de Mello, 2011) (Escobar, 2000) (Pulido, 2007).
De esta forma los Andes concentran cerca del 45.6% y 65.7% de las especies y géneros
reconocidos para el pais respectivamente (Medina., 2001).

A pesar de existir un listado regional para los Andes Colombianos, se ha detectado un alto
grado de incertidumbre e incoherencia taxondémica dentro y entre listados de especies de
escarabajos coprofagos obtenidos en diferentes localidades Andinas (Cultid, 2008). En
Colombia, se presenta el mayor nUmero de especies en las regiones biogeograficas de la
Amazonia y la Orinoquia, con 40 y 70 especies por localidad, en contraste con la baja
rigueza de especies en los bosques de alta montafia (Medina, 2002).

El estudio de los escarabajos copréfagos ha sido rezagado casi que exclusivamente a su
importancia como grupo indicador de perturbacion antrépica (Nichols, 2007) y por tanto

17



como grupo bioldgico de interés para el estudio y conservacién de la biodiversidad, también
han sido estudiados desde un punto de vista taxondémico, ecoldgico y de estructura de
comunidades ( (Escobar, 2000. ), (Martin, 1996), (Medina ., 1996) , (Pardo, 1997) ,
(Amézquita., 1999) , (Escobar, 2000), (Medina., 2001), (Galeano, 2000)).

Los escarabajos de la subfamilia Scarabaeinae, grupo de interés en este proyecto,
conforman un gremio importante de organismos involucrados en el control de parasitos de
vertebrados, ciclado de nutrientes, dispersibn de semillas y en los procesos de
conservacion de la estructura del suelo; como consecuencia del proceso de enterramiento
del excremento (Bornemissza, 1970), (McKinney, 1975. ), (Fincher, 1981). Dentro de esta
familia se incluye el género Oxysternon, el cual, estd caracterizado por su habitad de
excavacion y cuerpo robusto. A nivel taxondémico son determinados por el Escutelo
completamente cubierto por los élitros, tibias medias y posteriores engrosadas apicalmente,
cortas y triangulares; primer segmento de la masa antenal céncavo, recibiendo
completamente los otros segmentos y borde anterior del metaesterno prolongado en forma
de espina larga y aguda, extendiéndose entre las coxas anteriores. Estos son partes de los
caracteres definidos por Medina & Lopera 2001 (Medina., 2001) diagnosticados como
sinapomorficos, que define el género como un grupo monofiletico (Cuadrado. R., 2014). El
género incluye 11 especies dividido dentro de dos subgéneros, Oxysternon y Mioxysternon.
Este género esta restringido a América y su distribucion esta entre el Norte del tropico de
capricornio y el Este de los Andes; pero la distribucion entre las especies del subgénero
Oxysternon es diferente, O. conspicillatum y O. silenius se han localizado en la regién Sur
de América Central y la region Amazoénica respectivamente; O. festivum se ha encontrado
en el Norte del Amazonas desde el este de Venezuela hasta el Noroeste de Brasil
(Edmonds W. &., 2004), (SIB, 2014).

Estudios de este género a nivel molecular son pocos; para el afio 2013 se reporta un analisis
filogenético de cuatro especies neotropicales del genero Oxysternon, (O. conspicillatum, O.
festivum, O. silenus and O. durantoni), basados en marcadores moleculares como
Citocromo Oxidasa | (COI) y ribosomal 28S, en el cual la secuenciacion parcial del marcador
ribosomal 28S da un nuevo valor a las relaciones filogenéticas entre O. conspicillatum, O.
durantoni, O. festivum y O. silenus, especies del sub-género Oxysternon, coincidiendo con
las agrupaciones hechas por Edmonds (Edmonds, 2004) sobre la base de caracteres
morfoldgicos, concordando con la estrecha relacion encontrada entre O. conspicillatum y
O. silenus probablemente por su distribucion similar (Cuadrado, 2014). (Anexo 4).

Basados en esta clasificacion y distribucion del sub-género Oxysternon se determind
trabajar con la especie Oxysternon conspicillatum, la cual es la mas distinguida a nivel
poblacional en la regidon del eje cafetero, ademas de ser un espécimen a partir del cual se
pueden extraer grandes cantidades de cuerpo graso para el secuenciamiento del
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transcriptoma. No existe ningun reporte sobre la determinacion de la presencia de PAMs
en estos insectos ni en Colombia ni en el mundo. Solo se ha reportado la presencia de
PAMs en algunos coledpteros, incluido el Gorgojo castafio de la harina. Orden: Coleoptera,
Familia: Tenebrionidae. Utilizando la metodologia de hibridacion de supresion sustractiva
o SSH (del inglés suppression subtractive hybridization) para determinar genes que son
transcripsionalmente inducidos en respuesta a una inyeccion de Lipopolisacaridos (LPS).
Determinaron genes codificantes para secuencias de proteinas similares a otras secuencias
conocidas de insectos que tuvieran un potente efecto antimicrobiano (ferritina, inhibidores
de serin proteasas y defensinas), logrando producir thaumatin-1 recombinante, en
bacterias, un PAM con actividad contra hongos filamentosos (Altincicek, 2007).

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El fendmeno de la antibidtico-resistencia es un problema creciente a nivel mundial que
representa altos costos al sistema de salud y también afecta la salud animal. La urgencia
de investigacion de nuevas sustancias para combatir la antibiotico-resistencia hace
necesario la busqueda de estrategias terapéuticas de amplio espectro y poco toxicos;
alternativas con actividad antimicrobiana que no dependan de los mecanismos de accion
de los antibidticos convencionales.

Los péptidos antimicrobianos (PAMs), son sustancias con un gran potencial para el
desarrollo de nuevos medicamentos al tener un amplio espectro de accidén sobre bacterias
Gram positivas, Gram negativas, protozoos, hongos, virus e incluso se ha visto actividad
sobre algunas lineas celulares de tumores, ademas de tener una estructura quimica y
mecanismos de accion diferentes a las sustancias actualmente utilizadas en el campo
biomédico minimizando el riesgo de resistencia cruzada por mecanismos ya desarrollados
y diseminados en las bacterias (Marr, 2006). Se ha demostrado la presencia de estos
péptidos en muchos organismos, estos PAMs se han descubierto como moléculas efectoras
de la respuesta inmune inespecifica.

La busqueda de estos compuestos en insectos pertenecientes a la familia Scarabidae es
poca a pesar de la gran diversidad biolégica en esta familia, especificamente en los
escarabajos coprofagos como O. conspicillatum que son capaces de sobrevivir,
alimentarse y reproducirse en un ambiente microbioldgico absolutamente hostil para el ser
humano.

Dado el ambiente microbiolégico en el que se encuentra el escarabajo estos han
desarrollado una estrategia de adaptacion que les permite sobrevivir eficientemente; al
depender este grupo de insectos de una respuesta inmune inespecifica y al ser los PAMs
efectores de esta respuesta, creemos que es posible identificar péptidos de interés
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biomédico en este grupo diverso y poco estudiado a nivel molecular.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Oxysternon conspicillatum expresa PAMs que sean activos contra microorganismos
patdgenos con multi-drogo resistencia?

JUSTIFICACION

El desarrollo de este proyecto de investigacion es un aporte en la busqueda de nuevos
PAMs que puedan ayudar a contrarrestar el problema de la antibidtico-resistencia.
Buscando nuevos PAMs en el escarabajo copréfago Oxysternon conspicillatum, una
especie que en la actualidad no tiene ningun reporte relacionado y por sus caracteristicas
bioldgicas nos puede ofrecer alternativas interesantes.

En este proyecto se identificO secuencias pertenecientes a PAMs y a través de la
metodologia implementada se generd nueva informacion a nivel genetico del escarabajo,
esto se logro al haber secuenciado el transcriptoma y al haber usado un unico escarabajo
para extraer esta informacion se hizo una explotacién racional de los recursos naturales y
se apoyo la investigacion en estos individuos la cual ha sido rezagada exclusivamente a la
importancia ecologica.

En este trabajo solo se estudié una especie de escarabajos copréfagos, con lo cual pudimos
identificar dos secuencias de PAMs; esto permite deducir que hay mucha riqueza de
péptidos en la gran diversidad de especies de escarabajos que tenemos, especificamente
en eje cafetero.

Finalmente la investigacion en estas sustancias pertenecientes a las dos familias mas
estudiadas de PAMs (cecropina y defensinas) en este escarabajo prevalente en el
departamento del Quindio, permiti6 avanzar en la comprensién de los mecanismos
antimicrobianos desarrollados por estos coledpteros y empezar a determinar la utilidad de
estos para hacer frente al problema de la antibiotico-resistencia
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6. OBJETIVOS

GENERAL

Clonar, expresar, purificar y evaluar la actividad antibacteriana, hemolitica y citotoxica de
un PAM del escarabajo coprofago Oxysternon conspicillatum.

ESPECIFICOS

e Identificar secuencias de PAMs putativos a partir del transcriptoma del
escarabajo Oxysternon conspicillatum.

e Clonar, expresary purificar un PAM del escarabajo Oxysternon conspicillatum.

e Evaluar la actividad antibacteriana, hemolitica y citotoxica de un PAM del
escarabajo Oxysternon conspicillatum.
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7. METODOLOGIA:

7.1 OBTENCION DE LOS ESCARABAJOS, INDUCCION DE RESPUESTA INMUNE Y
EXTRACCION DE CUERPO GRASO.

Se realiz6 la colecta de 3 escarabajos adultos del género Oxysternon, utilizando trampas
de caida con cebo, en el corregimiento de pueblo Tapao del municipio de Montenegro,
Quindio, coordenadas 4°30’39.0"N y 75°47°12.0"W. La identificacion de los escarabajos se
hizo con la clave taxondémica de (Weber F., 1801) modificada por Medina y Lopera, 2001
(Cultid Carlos A, 2001 ). Los escarabajos se mantuvieron en acuarios de vidrio con tierra 'y
comida. La respuesta inmune se indujo inoculando con una jeringa hipodérmica de 26G en
el mesotorax 10uL de E. coli DH10B en una escala de McFarland de 3, fijadas en formalina
al 10% y suspendidas en PBS; a las 18 horas se realiz6 extraccion del cuerpo graso y se
guardo a -80°C para su posterior utilizacion.

7.2 EXTRACCION DE MATERIAL GENETICO

Para la extraccién del material genético se utilizo el kit de extracciéon de ARN PureLink®
RNA Mini Kit, (catalog numbers: 12183018A, Ambion, Life Technologies); siguiendo las
indicaciones del fabricante. EI ARN extraido se cuantifico por espectrofotometria a
260/280nm en el espectrofotometro EPOCH (Biotek) en placa take3 y la integridad se
evallo por electroforesis en gel de Agarosa.

7.3 SECUENCIAMIENTO Y ANALISIS DE LOS DATOS

A partir del ARN total fue secuenciado el transcriptoma, contratando los servicios de Axeq
Tecnologies Inc, en una plataforma lllumina HiSeg2000/2500, con una metodologia de
secuenciamiento Paired End Sequencing con una longitud de lecturas de 101pb (Read
length 101 pb).

El procedimiento llevado a cabo inicio con la purificacion de las moléculas poli A del ARNm
utilizando perlas magnéticas unidas a un oligo poli-T, después de la purificacion se realizo
fragmentacién del ARNm utilizando cationes divalentes bajo condiciones de temperatura
elevada. Los fragmentos de ARNm fueron pasados a ADNc utilizando una transcriptasa
reversa, para la construccion de la libreria de ADNCc, estos fragmentos fueron sometidos a
una reparacion final con adicion de unos adaptadores a los extremos del ADNc,
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preparandolo para la hibridacion en las celdas. Para enriquecer los fragmentos de ADNc se
utiliza el procedimiento de PCR, la cual se realiza con un coctel de cebadores que hibrida
con los extremos de los adaptadores y finalmente hace un procedimiento de control de
calidad de la libreria y la cuantificacion de las plantillas de la biblioteca de ADN.

El secuenciamiento se hace por amplificacion por “puente”, en donde una celda de flujo que
contiene millones de grupos Unicos de ADNc se carga en el HiSeq2000 para correr los
ciclos automatizados de extension y formacion de imagenes. Este secuenciamiento utiliza
cuatro nucleotidos con propiedades de terminacién y de fluoroforo reversible. Cada ciclo de
secuenciacion utiliza los cuatro nucledtidos que conducen a una mayor precision que los
métodos donde solo uno de los nucledtidos esté presente en la mezcla de la reaccion a la
vez. Este ciclo se repite una vez al mismo tiempo, generando una serie de imagenes, donde
cada una representa una Unica coordenada especifica en la celda de flujo. La cual va a
corresponder a un cluster especifico.

7.4 ENSAMBLAJE DEL TRANSCRIPTOMA

El andlisis de los datos fue realizado con el programa  Trinity
(http://trinityrnaseq.sourceforge.net/), para la reconstruccion de novo a partir de los datos
de RNA-seq, para la cuantificacién de la abundancia de los transcriptos se utilizé el software
RSEM. Para la ontologia genética se utilizé BlastX y GO en donde se comparo los seis
marcos de lectura de todos los contigs del transcriptoma contra las proteinas descritas en
las bases de datos. Definiendo el porcentaje del transcriptoma con una funcion bioldgica,
componente celular y funcién molecular.

7.5 IDENTIFICACION DE LAS SECUENCIAS DE PEPTIDOS EN EL TRANSCRIPTOMA

El analisis de los datos fue realizado con Blasttx
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.ci?PROGRAM=blastx& PAGE TYPE=BlastSearc
h&LINK LOC=blasthome), y Blast2GO (https://www.blast2go.com/b2ghome).
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7.6 CONSTRUCCION DE ARBOLES FILOGENETICOS PARA LA FAMILIA DE LAS
CECROPINAS Y DEFENSINAS

Para la generacion de un grupo de secuencias se realiz0 Blastp y tbasltx usando las
secuencias de las Oxysterlinas y las Oxysfensinas identificadas en el transcriptoma y se
tomaron las secuencias que presentaron mayor identidad que correspondieran a PAMs, se
descargaron las secuencias en formato FASTA, a este grupo de secuencias se identificd y
elimino el péptido sefal; con el grupo de secuencias de los péptidos maduros se realizo
una alineamiento con el programa Clustalw, a partir de este alineamiento se generaron
arboles filogenéticos usando la metodologia de Neighbor-Joining. Estos &rboles fueron
dibujados a escala, con longitudes de las ramas en las mismas unidades que las distancias
evolutivas usadas para inferir los arboles filogenéticos. Las distancias evolutivas se
calcularon usando el método de correccion de Poison. Los analisis evolutivos fueron
realizados en MEGA 6.

La interpretacion se hizo con respecto a las distancias entre las secuencias de las
cecropinas de coledpteros con respecto a otros insectos como dipteros, deduciendo que
entre mas alejadas se encuentre una secuencia de la otra mas difieren.

7.7 RT-PCR PARA VALIDACION DE BLANCOS.

El ARNm fue sometido a una RT-PCR utilizando oligo-dT como iniciador para obtener
ADNCc, la enzima que se utilizé para este procedimiento fue M-MLV (Life Technologies.
Catalogo N° 28025-013) siguiendo las indicaciones del fabricante, para lo cual se prepar6
20pL de reaccidn final conteniendo 500ug/mL de OligodT, 592ng/uL de la muestra, dNTPs
10mM, esta mezcla fue calentada a 65°C por 5 minutos y se enfrié rapidamente en hielo,
luego se adiciono buffer 5X (first-strand), 0,1M DTT y 40unidades/uL de RNAasa out,
finalmente se adiciono 200unidades/uL de la enzima M-MLV, se incubo por 50 min a 37°C
y se inactivo calentando a 70°C por 15 minutos. EI ADNc obtenido fue visualizado por
electroforesis en gel de agarosa al 1% y corrido por 45 minutos a 100Voltios. Para validar
las secuencias defensinas y la cecropina identificadas en el transcriptoma, se disefiaron
iniciadores, los cuales fueron construidos con el programa gene designer 2.0 (version
2.0.184) vy evaluados con oligoanalyzer, se construyeron un par de iniciadores para la
Oxysfensinas 1 y la Oxysterlina 1, adicionalmente se construy0 un par de iniciadores de
clonacion en el plasmido pEXP5-CT®TOPO para la Oxysfensina 1; Las condiciones para
la amplificacion se realizaron con un volumen de reaccion final de 12,5uL, 1 ciclo de 2
minutos para la desnaturalizacién a 94°C; 40 ciclos en el proceso de hibridacién y extension
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con 30 seg — 94°C seguido por 30 seg a 60°C; 30 seg a 72°C y una etapa de extension final
1 ciclo de 10 min a 72°C .

7.8 ANALISIS BIOINFORMATICO DE LA OXYSTERLINA 1 Y LA OXYSFENSINA 1.

Para el andlisis bioinformatico de las secuencias se identifico el péptido sefial por SIGNALP
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), obteniendo la secuencia del péptido maduro.

La estructura secundaria fue hallada con PSIPRED (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) y
JPRED (http://www.compbio.dundee.ac.uk/www-jpred/) y se identificaron las caracteristicas
fisicoquimicas de esta secuencia por PROTPARAM (http://web.expasy.org/protparam/),
identificando el peso molecular, punto isoeléctrico, numero de aminoacidos, momento
hidrofobico, polaridad, arquitectura, ademas se realiz6 el diagrama de representacion
visual conocido como diagrama helicoidal (http://rzlab.ucr.edu/scripts/wheel/wheel.cqi), el
cual representa las hélices antipaticas en rojo y los residuos polares en azul.

El modelo tridimensional de estas secuencias fue realizado por RAPTORX
(http://raptorx.uchicago.edu/), identificando los aminoacidos polares, hidrofobicos,
aromaticos, flexibilidad estructural.
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Figura 1. Metodologia utilizada para el analisis bioinformatico, sintesis quimica, evaluacion
de actividad citotoxica, antimicrobiana y hemolitica de la Oxysterlina 1; y sintesis del gen
recombinante.

7.9.1 Sintesis quimica del Péptido Oxysterlina 1

Para la sintesis de la secuencia de la Oxysterlina 1, se contrataron los servicios de
Synteticbiomolecules, tomando la opcidn de sintetizar de hasta 5 mg en una pureza del
95% por sintesis quimica en fase soélida, purificado por HPLC (anexo 1) y la masa molecular
fue verificada por espectrometria de masas (anexo 2).

7.9.2 Evaluacion de la actividad citotoxica de la Oxysterlina 1

Se evaluo en celulas Vero (ATCC:CCL-81) en medio de cultivo DMEN (suplementado con
al 1X con 100 unidades de penicilina, 0,21mg/mL de estreptomicina, 0,25 ug anfotericina B,
L-glutamina 100mM y 2%(v/v) de suero fetal bovino con concentraciones del peptido desde
2000 pg/mL, hasta 0,03 pg/mL; en microplacas de 96 pozos (Nunc,Suiza), se adicionaron
25000 celulas por pozo, las cuales fueron incubadas por 24 horas a 37°C y 5% COg,
despues se adiciono resazurin a cada pozo a una concetracion final de 44uM, se incubo 2
horas a 37°C, 5% de CO2 y se midio la absorbancia de resofurin 570nm-603nm.
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Se calculo el porcentaje de viabilidad célular, deteminando el delta (lectura a 570nm — la
lectura a 603nm), se resto el promedio del blanco (valor de absorbancia del medio) y se
calculo el porcentaje de viabilidad tomando el 100% de viabilidad las células diluidas en
agua (control de células).

% viabilidad célular = ( Y(A570nm-A603nm)-(promedio de B(A570nm-
603nm)*100))/(C(A570nm-A603nm)-(promedio de B(A570nm-603nm))

Y= muestra.

B= blancos.

C= control positivo de actividad citotoxica

7.9.3 Evaluacidn de la actividad antimicrobiana del péptido sintético Oxysterlina 1

Para la evaluacion de la actividad antimicrobiana se utilizé el método de dilucidn en placa
(Wiegand I, 2008), para lo cual se tomé un inoculo de bacterias E. coli ATCC 35218, E coli
ESBL, Salmonella typhi, Enterobacter cloacae, Staphylococcus epidermidis y un hongo
Candida albicans y se puso a crecer en 1 mL de medio Muller Hilton (MHB) en agitacion
toda la noche.

Al dia siguiente se tomo un inoculo de las bacterias y el hongo crecidas toda la noche y se
transfirié a tubo con medio fresco conteniendo 4 mL de MHB, se incubo el medio a 37°C en
225rpm, hasta que alcanz6 una turbidez en escala de McFarland de 0,5.

Posteriormente se sirvieron 10l de la Oxysterlina 1 en concentraciones finales del péptido
de 200-0,37pg/mL y se afiadieron 90uL de la suspension bacteriana diluida 1:1000,
mencionada en el paso anterior; se incubaron las placas a 37°C por 12 horas, depues de
las cuales se afiadio 10uL de resazurin a 440uM, y se dejo incubar por 2 horas adicionales,
finalmente se leyeron las placas en el espectrofotometro referencia EPOCH marca BIOTEK
a 570-603nm.

El analisis de los datos se realizo, calculando el porcentaje de crecimiento bacteriano para
esto se determino el valor de delta, (A570- A603nm), se calculo el promedio del delta de los
blancos y se resto al delta de todas las lecturas; se calculo el porcentaje de crecimiento
tomando cada valor de los deltas menos el promedio de los delta del blanco por 100 y
dividiendo por el promedio del delta de los controles positivos.
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% crecimiento bacteriano= ( X(A570nm-A603nm)-(promedio de B(A570nm-
603nm)*100))/(C(A570nm-A603nm)-(promedio de B(A570nm-603nm))

X= muestra.
B= blancos.

C= control positivo de crecimiento.

7.9.4 Evaluacion de la actividad hemolitica de la Oxysterlina 1

Para evaluar la actividad hemolitica de la Oxysterlina 1 sobre eritrocitos humanos, se
tomaron 2 mL de sangre heparinisada y se centrifugo a 800g por 10 minutos a temperatura
ambiente, luego se lavaron 3 veces los eritrocitos en PBS (130mM NaCl, 3mM KCI, 8mM
Na2HPO4 y 1,5mM K2HPO4 pH 7,4), y se resuspendieron en 2mL de PBS (150mM KCl,
5mM Tris-HCI, pH 7,4), posteriormente se preparo una solucién stock de los eritrocitos a
una relacion 1:10 a partir de la cual se preparo una solucion de eritrocitos 1:25, obteniendo
una solucion de trabajo al 0,4% - 0,5% V/V de eritrocitos.

Se preincubo la solucion de trabajo por 15 minutos a 37°C, y se afiadio 90uL de la solucion
de trabajo a los pozos correspodientes en una placa de 96 pozos.

se afiadio 10uL del péptido sintetico Oxysterlina 1 a cada pozo correspondiente a
concentraciones finales desde 2000ug/mL hasta 1,95ug/mL en diluciones seriadas en agua
destilada esteril. Como control positivo de hemolisis se utilizo 10uL de tritonX100 1% V/V
para una concentracion final de 0,1%. Se incubo la placa por 1 hora a 37°C y se centrifugo
a 2000g por 15 minutos, se extrajo el sobrenadante y se leyo la absorbancia a 410nm en
espectrofotometro EPOCH (biotek). El porcentaje de hemolisis se calculo tomando la
absorbancia del tritonX100 como 100% de hemolisis.

% hemolisis= (M(A410nm)-(promedio de B(A410nm)))*100/(C(A410nm)-(promedio de
B(A410mn)).

M=Muestra
B=Blanco
C=Control positivo de hemolisis
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7.9.5 Sintesis del gen recombinante Oxysterlina 1

Se disefio un gen para la expresion recombinante de la Oxysterlina 1 en E. coli optimizando
la secuencia de codones para E. coli y se insertd la secuencia en el plasmido pD444-
CH:150744, con el promotor T5 inducible por IPTG, y como factor de seleccion el gen de
resistencia a la ampicilina (bla), una etiqueta de purificacion de 6XHistidinas en el extremo
C-terminal, sitio de inicio de la replicacién pUC ori y un sitio de unién al ribosioma “strong
RBS”, (anexo 3). El gen fue sintetizado en DNA 2.0.
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7.10 OXYSFENSINA 1.

‘ 2. Andlisis bioinfomatico |\_ 3. Produccion recombinante de la
Oxysfensina 1

| 2.1, Marco de lectura (ORF-finder) | l
‘ 2.2. Secuencia en aa ‘
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| 2.6. Estructura secundaria |

2.7. Modelamiento de la estructura
terciaria

3.3. Purificacion {

OXYSFENSINA 1

Figura 2. Metodologia utilizada para el proceso de clonacién, expresion y purificacién de
la Oxysfensina 1.

7.10.1 Clonacion de la Oxysfensina 1

El producto de PCR de la Oxysfensina 1 fue clonado con el estuche TOPO® Cloning (V960-
05, Life Technologies) utilizando el plasmido de clonacién pEXP5-CT/TOPO®TA, el cual
presenta el promotor del bacteriéfago T7 inducible por IPTG, una etiqueta de purificacion
de 6XHistidinas unido al extremo C-Terminal, un sitio de clonacion por TOPOisomerasas,
el gen de resistencia a la ampicilina para la seleccion en E. coli y el sitio de origen pUC.

La clonacién se llevé a cabo en células E. coli DH10B para el almacenamiento, replicacion
y purificacion de cantidades mas grandes del plasmido; también, se clono en E. coli BL21
para el proceso de expresion del péptido recombinante.

La competencia de las bacterias E. coli DH10B y BL21 se realizo como se describe en
(Sambrook, 2006). Usando Cloruro de Calcio 0,1M y Cloruro de Calcio- Cloruro de
Magnesio (80mM MgClI2, 20mM CacCl?2), la transformacion se realizé por choque térmico y
la seleccion con crecimiento selectivo en medio LB suplementado con ampicilina (100pg/ml)
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las colonias resultantes fueron evaluadas para la presencia del inserto de interés por medio
de PCR. Las colonias positivas fueron congeladas en medio (Medio LB liquido con glicerol
al 30% y ampicilina (100pg/mL). Las colonias seleccionadas se les realizo extraccion de
plasmidos con el estuche (PureLink® Quick Plasmid Miniprep Kit) y fueron sometidos a
secuenciamiento para verificar la correcta ligacion de los genes clonados en la secuencia
al plasmido.

7.10.2 Determinacion de las condiciones de expresion del péptido recombinante
Oxysfensina 1.

Para la expresion de la Oxysfensina 1 se evaluaron dos temperaturas (30°C y 37°C), cuatro
condiciones de IPTG para cada temperatura (0,1; 0,5; 1; 2 mM) y diez tiempos, la velocidad
de agitacion fue 260 rpm. Para esto, se puso a crecer toda la noche un inoculo de bacterias
E. coli BL21 transformadas con el plasmido pEXP5-CT- TOPO—-OXYSFENSINAL, en 1mL
de LB suplementado con ampicilina a 100 ug/mL; después, se tomaron 100 mL de LB+ amp
(100 pg/mL) y se adiciono el inoculo crecido toda la noche, se dejé en incubacion a 37°C
hasta alcanzar un OD de 0,4 y se distribuyeron de a 5 mL en tubos conicos tapa rosca de
50mL, cada tubo con una condicion de IPTG, se tomaron alicuotas de 200uL por 10 horas
en los tiempos (0,1/2, 1, 3, 6, 9, 12, 20, 22, 24 horas) posterior a la induccion con IPTG. Las
muestras fueron leidas a 570nm para observar la cinética de crecimiento bacteriano, luego
de leidas estas alicuotas fueron centrifugadas a max rpm (10000rpm), se colecto tanto el
pellet como el sobrenadante y se almaceno a -30°C hasta su posterior uso.

7.10.3 ELISA para evaluacién de la expresion de la Oxysfensina 1.

La evaluacion de la expresién en los tiempos recolectados de la Oxysfensina 1 se realizé
por medio de un ELISA indirecto, para lo cual se sensibilizo una placa de 96 pozos por toda
la noche con las diferentes alicuotas resuspendidas en 100uL de PBS1X (1,4M NaCl, 27mM
KCI, 101mM Na2HPOa4, pH: 7,3) recogidas en los 10 tiempos, las cuatro concentraciones de
IPTG y las dos temperaturas, se hizo el bloqueo por ¥2 hora con leche descremada al 3%
diluida en PBS 1X (1,4M NaCl, 27mM KCI, 101mM Na2HPO4, pH: 7,3) conteniendo tween20
0,05%, se afiadi6o 100uL del Ac primario (Anti-Histidinas, catalogo sigma H1029-2mL) a
37°C por 1 hora y media a una concentracion 1:3000, se lavaron los pozos 5 veces con
PBS1X y se adiciono 100uL del Ac secundario (Anti-Mouse IgG marcado con peroxidasa-
namero de catalogo A0168), en una dilucion 1:50,000 en solucion de bloqueo por una hora
y media incubando la placa a 37°C, nuevamente se hicieron 5 lavados con PBS1X y
finalmente se afiadieron 100uL de solucidén de revelado TMB (fosfato de sodio dibasico
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51,4mM vy acido citrico 24,3mM, TMB a una concentracion final de 0,0066% p/v y perdxido
de hidrogeno a 0,0006%; se dejo 15 minutos a 37°C después de los cuales se detuvo la
reaccion con Acido sulfarico H2SO4 al 5% y se leyo el resultado final a 450nm.

Los datos de las absorbancias fueron graficados contra el tiempo para cada concentracion
de IPTG evaluada, el control positivo fue una proteina recombinante purificada con etiqueta
de histidinas (proteina D43).

7.10.4 SDS- PAGE

Para visualizar la banda del peso esperado del péptido Oxysfensina 1, se hizo por medio
de un gel de Tricina al 12%, el cual se corrié a 30V por 45 minutos y luego a 80V por 1 hora
y media, las muestras fueron mezcladas con 5uL de buffer carga ((12% (p/v) SDS; 6% (v/v)
mercaptoetanol; 30% (p/v) glicerol; 0,05% azul de comeasie G250; 150mM tris/HCI (pH
7,0)) y fueron sometidas a temperatura de ebullicion por 5 minutos antes de ser corridas en
el gel, se usaron 5uL del marcador de peso molecular (BenchMark; Pre-stained Protein
Ladder, Life Technologies) para este procedimiento se utilizd la técnica basada en el
protocolo A8.40 molecular cloning a laboratory manual (Sambrook, 2006).

7.10.5 Ensayo de Wester Blot para verificacion de la banda esperada de la Oxysfensinal

Para verificar que la banda observada en el peso esperado correspondia a la Oxysfensina
1, se realiz6 un ensayo de Wester Blot en membrana de PVDF a partir de un gel de Tricina
al 12% corrido en las mismas condiciones mencionadas anteriormente, para esto se tratd
la membrana con metanol al 100% por 30 segundos, luego se sensibilizo con buffer de
transferencia (Tris 25mM, Glicina 192mM y metanol al 20%) por 10 minutos, para la
transferencia se utilizé el equipo Trans-Blot®Turbo™ Blotting System- nimero de catéalogo
170-4155- BioRad y se corrié a 25V constante 1 Amperio por 30 minutos.

Luego de la trasferencia se lavé la membrana 3 veces por 5 minutos cada vez, con PBS1X-
Tween20-0,05%, se bloqued con leche descremada al 5% por 40 minutos y se dejé en
Anticuerpo primario a concentracion 1:3000 (Anti-Histidinas, catalogo sigma H1029-2mL)
toda la noche, se hicieron 5 lavados con PBS 1X y se afiadié el Ac secundario 1:30000
(Anti-Mouse IgG-marcado con fosfatasa alcalina) por 1 hora, nuevamente se hicieron 3
lavados con PBS1X y finalmente se revelo con BCIP (SIGMAFAST ™BCIP®/NBT-catalogo
B5655), conteniendo BCIP (0.15 mg/ml), NBT (0.30 mg/ml), Tris buffer (100 mM), and
MgCI2 (5 mM), pH 9,25-9,75; este procedimiento fue realizado con el protocolo de
Immunoblotting (Sambrook, 2006).
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7.10.6 Expresion del péptido recombinante Oxysfensina 1.

Se puso a crecer un inoculo de la bacteria E. coli BL21-pEXP5-CT- TOPO-
OXYSFENSINAL en 1 mL de medio LB por 24 horas, luego se tomaron 500uL de inoculo
ya crecido y se dej6 en agitacion a 37°C en 50mL de medio LB, utilizando un Erlemeyer de
500mL para conservar las proporciones de aireamiento de la bacteria hasta que alcanzo un
OD de 0,4; luego se realizo la induccion con 0,1mM de IPTG, tomando una alicuota de
500pL para el tiempoO (to), y se detuvo la expresion a las 20 horas post-induccion, este
medio fue centrifugado a 2700 g por 20 min a 4°C y el pellet fue congelado a 20°C hasta su
uso, el sobrenadante también se congelo hasta visualizar que no haya quedado péptido en
este.

7.10.7 Purificacion del péptido recombinante Oxysfensina 1

Se tomo pellet del paso anterior, se resuspendio en 10mL de Buffer de Union (NaCl 0,5M,
NaH2PO4 20mM, Imidazol 20mM, pH:8,0). Se realizé lisis de estas bacterias con lisozima
(Img/mL) y triton 0,5% (se incubo en hielo por 30 min), se centrifugo a 2700 g por 20 min a
4°C; se tomo el sobrenadante y se pasoé por un filtro milex de 0,2um.

Este lisado se pas6 por una columna equilibrada de Ni Sepharose HisTrap (GE Healthcare
Life Sciences) en el equipo de cromatografia de baja presion AKTA prime(Pharmacia
Biotech) con sensor UV Yy filtro de 280nm a una tasa de flujo de 0,5mL/min, se recogio la
fraccion no retenida (FNR) y se guarddé a -30°C, posteriormente se aplico el buffer de
elusion (NaCl 0,5M; NaH2PO4 20mM; Imidazol 500mM), y se recogieron 70 fracciones
retenidas (FR) de a 15 gotas por fraccion, las cuales fueron leidas a 280nm en el
espectrofotometro EPOCH (Epoch™ Multi-Volume Spectrophotometer System).

Las FR que arrojaron la mayor absorbancia, fueron confirmadas por Wester Blot tal como
se explica arriba en la seccion Ensayo de Wester Blot para verificacion de la banda
esperada de la Oxysfensina 1.

7.11 IMPACTO AMBIENTAL (ASPECTOS BIOETICOS)

La colecta de los ejemplares se realizé bajo los protocolos de bioseguridad, para las salidas
de campo se cuenta con el permiso de colecta ante la Corporacion Autonoma Regional
(C.R.Q.) (Anexo 1), ademas de la exigencia de emplear la indumentaria de trabajo en
campo y botiquin.
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En cuanto a la manipulacion de excretas que implica un riesgo biolégico fue necesario el
uso de guantes de latex, tapabocas, pinzas, jabdén yodado o antibacterial, ademas de
reconocer la procedencia de las excretas empleadas como cebo.

Con respecto a la colecta de las especies de escarabajos coprofagos del proyecto, las
cuales no aparecen registradas bajo alguna categoria de vulnerabilidad ante el Instituto de
Investigaciones Biologicas Alexander von Humboldt (Libros Rojos CITES), por lo anterior
las especies no reportan algun riesgo de extincion. Por necesidad a la hora de publicar se
debe contar con un registro de coleccion, para este caso se sacrificaran tres especimenes
que serén preservados en seco 0 en alcohol al 70%, y se depositara en la coleccion del
Museo de Artropodos de la Universidad del Quindio (MAUQ).

El desarrollo del proyecto implico la utilizacion de ejemplares in vivo y exigio la necesidad
de asegurar tanto la sobrevivencia como la reproduccién de las especies en condiciones
Optimas; para obtener lo anterior se colectaron tres especimenes y se mantuvieron en
microcosmos bajo las condiciones ambientales mas cercanas a las condiciones naturales.
Por la naturaleza de los habitos de coprofagia de este grupo de insectos en la actualidad
en Colombia no se reconocen intereses de biocomercio o de coleccionistas. Al contrario los
escarabajos coprofagos han sido relegados casi que exclusivamente a los intereses de
algunos académicos que reconocen en ellos el valor ecologico que tienen en la
recuperacion de suelos. Por lo tanto se aportara la primera informacién molecular de tales
escarabajos llevandolos a tener mayor reconocimiento e importancia por parte de los
investigadores.

Los microorganismos con los cuales se cultivd son E. coli DH10B, E. coli BL21, cepas
comercialmente no patdgenas, igualmente los plasmidos en los que se realizd las
clonaciones son microorganismos que representan un riesgo minimo para el individuo y
limitado para la comunidad segun la Resolucion 8430 de 1993, se realizd previamente los
protocolos para la manipulacién, descontaminacién de desecho, asi mismo todos los
procedimientos que se realizaron con los microorganismos fueron realizados en
condiciones, instalaciones, equipos e implementacion personal adecuada, para evitar el
menor riesgo posible de contaminacién.

La propiedad intelectual de los resultados alcanzados en la presente investigacion se rige
por el acuerdo 003 del 03 Abril de 2007 del consejo superior de la Universidad del Quindio,
por el cual se expide el “estatuto sobre la propiedad intelectual”.
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8. RESULTADOS

8.1 Obtencidn de escarabajos, induccion de la respuesta inmune y extraccion del cuerpo

graso.

Se colectaron tres escarabajos hembras para descartar cualquier tipo de variabilidad
morfolégica; mediante las clave taxondémica de Weber, 1801 (Weber F., 1801) Modificada

por Medina & Lopera, 2001 (Medina., 2001) se

identificaron como Oxysternon

conspicillatum (Figura 3); y los individuos fueron depositados en el museo de artrépodos de

la Universidad del Quindio.

Se realiz6 inoculacion con E. coli DH10B a un escarabajo y se le realizé extracciéon del
cuerpo graso a las 16 horas obteniéndose 100mg de tejido, el cual se utilizo para realizar

extraccion de ARN.

Géneros de escarabajos copréfagos
(modificado de Medina & Lopera 2001)

. Escutelo completamente cubierto por

lo élitros.

. Tibias medias y posteriores engrosadas

apicalmente, cortas y triangulares.

. Primer segmento de la masa antenal

coéncavo recibiendo completamente los
otros segmentos.

. Borde anterior del metaexterno

prolongado en forma de espina larga y
aguda, extendiéndose entre las coxas
anteriores.......ccccevevveevennne . OXysternon

Figura 3. Identificacion del genero Oxysternon, pasando clave taxonomica descrita por

Weber, 1801 y modificada por Medina & Lopera, 2001.
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8.2 Extraccion de material genético.

A partir del cuerpo graso obtenido se realizé extraccion de ARN total obteniendo 11,431 pg
de ARNt a una concentracion de 163,30 ng/pyL y una relacion de A260nm/280nm de 2,1. El
ARNt obtenido fue visualizado en un gel de agarosa al 2% (Figura 4), el cual fue corrido a
100 voltios por 45 minutos. Y finalmente fue precipitado en Etanol Acetato de sodio 3M y
almacenado a -80°C hasta su envio.

ARNt ARNt

Figura 4. Gel de agarosa al 2%. Visualizando el ARNtotal extraido a partir del cuerpo graso
del escarabajo coprofago Oxysternon conspicillatum.

8.3 Secuenciamiento y andlisis de los datos

El secuenciador lllumina HiSeg2000/2500 arrojo lecturas de una longitud de 101pb, con un
total de lecturas de 30,787,530, un total de pares de bases secuenciadas de 3,109,540,530
pb y un nimero total de contigs de 27,603; el N50 fue igual a 2,159; lo que me indica que
el 50% del ensamblaje total esta contenido en contigs mayores o iguales a este valor (Figura
5).
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Oxysternon_conspicilatum

Read Type Paired-End
Raw Read Length (bp) 101
Sequences Number of Total Reads 30,787,530
Total (bp) 3,109,540,530
total length of contigs 32,122,278
total number of contigs 27,603
Max Length 12,138
Min Length 201
N80 862
N70 1,301
[] 1,729
N50 2,159

Figura 5. Resultados obtenidos después del secuenciamiento y ensamblaje del

transcriptoma.

8.4 Ontologia genética

La ontologia genética realizada por BlastX2GO, comparo la traduccion de los seis marcos
de lectura de las secuencias de contigs del transcriptoma contra la base de datos de
proteinas, clasificando estas secuencias en tres ontologias (Figura 6) la funcién molecular
de los productos génicos (24%), su rol en los procesos biolégicos de multiples direcciones

(23%) vy su localizacion en componentes celulares (16%).

H biological_process
i cellular_component

i molecular_function

No Hits




Figura 6. Grafico circular mostrando el porcentaje de secuencias del transcriptoma
asociados a los procesos biologicos, localizacion de componentes celulares, funcion
molecular y no identificados.

Dentro del 23% correspondiente a los procesos biolégicos se realizé una caracterizacion
de los productos génicos, buscando asociaciones entre los productos anotados en las
bases de datos y todos los productos de los genes correspondientes a los procesos
bioldgicos en el transcriptoma del escarabajo Oxysternon conspicillatum. De esta forma se
identifico que el 1% de los procesos biolégicos correspondié a procesos del sistema inmune
(Figura 7), dentro de los cuales se tom¢ la secuencia de 1 cecropina y 1 defensina.

19% . M viral reproduction

0%

%

M biological adhesion

M localization

B metabolic process

M cellular component
organization or biogenesis

B immune system process

M establishment of
localization

H death

M response to stimulus

= multi-organism process

H rhythmic process

M reproductive process

Figura 7. Grafica circular mostrando que el 1% de las secuencias del transcriptoma (verde
oscuro) dentro de los procesos bioldgicos estan involucrados con procesos del sistema
inmune.
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8.5. Identificacion de la Oxysterlina 1 en el transcriptoma del escarabajo Oxysternon
conspicillatum.

Se encontrd por Ontologia genética una secuencia putativa de PAM identificada por el Pfam
PF00272 como una secuencia perteneciente a la familia de las cecropinas. Esta base de
datos me comparo 182 secuencias de cecropinas ya descritas y caracterizadas con alguna
funcién biologica contra la secuencia de la Oxysterlina 1, ubicandola dentro de este grupo
de PAMs. Ademas me comparo los aminoacidos conservados dentro de estas secuencias,
identificando el aminoacido E en la posicidon 7 de todas las secuencias de cecropinas

(Figura 8).

Cecropin

Contribution

H 5 %& ERTAAQY

AN O

o T T . T T T T 1
12 13 14 18 16 17 18 18 20 21 22 23 24 25 28 27 28 20 30

Pasition

Figura 8. WebLogo de secuencias de cecropinas, incluida la Oxysterlina 1. Arrojado
por el Pfam PF00272, identificando aminoacidos conservados dentro de las 182 secuencias
de cecropinas caracterizadas con alguna funcion bioldgica.

o 10

Esta secuencia fue elegida como una secuencia putativa de PAM del escarabajo
Oxysternon conspicillatum de la familia de las cecropinas; se escogié un nombre para esta
secuencia, basados en el organismo en cual fue identificada y la familia de péptidos a la
cual pertenecio, de esta forma se nombré Oxysterlina 1.
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8.5.1 Alineamiento de la secuencia completa de Oxysterlina 1

La secuencia completa de la Oxysterlina 1 fue alineada contra la base de datos de Blastp
para ver secuencias relacionadas, las cuales fueron curadas manualmente y se escogieron
las secuencias de cecropinas con mayor identidad, incluidas secuencias de otros
coleopteros (figura 9).
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Figura 9. Resultado del alineamiento entre la Oxysterlina 1 y secuencias de
cecropinas con mayor porcentaje de identidad. Incluidas cecropinas de dipteros,
colopteros y polillas. Identificando sitios conservados entre las secuencias.

8.5.2 Arbol filogenético de la familia de Cecropinas

La secuencia de la Oxysterlina 1 fue alineada con otras secuencias secuencias de
cecropinas identificadas en Oxysternon conspicillatum, ademas de otras cecropinas
identificadas en el escarabajo Tribolium castaneum, en moscas como Drosophila
melanogaster, Sarcophaga peregrina y Stomoxys calcitrans, en mosquitos como Culex
pipiens pipiens, Anopheles darlingi, Anopheles gambiae, Anopheles estephensi, Culex
quinquefasciatus, Aedes albopictus y la Polilla Hyphantria cunea como grupo externo.

Con el alineamiento de estas secuencias (figura 9) se contruyo el arbol para las cecropinas,
ubicando las secuencias de las Oxysterlinas cercanas a la cecropina de Tribolium
castaneum en una rama diferente a las secuencias de cecropinas de mosquitos, moscas y
polillas (Figura 10).

Este arbol nos caracterizo por identidad que la Oxysterlina 1 pertenece al grupo de péptidos
de la familia de las cecropinas.
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Figura 10. Arbol filogenetico de secuencias de cecropinas de insectos. Incluidas las

secuencias identificadas en Oxysternon conspicillatum que caracterizaron por identidad las
cecropinas. Este arbol fue construido por MEGAG.

8.6 ldentificacion de la Oxysfensina 1 en el transcriptoma del escarabajo coprofago
Oxysternon conspicillatum.

El resultado de la Ontologia genética arrojo una secuencia putativa de PAM identificada por
el Pfam PF01097 como una secuencia perteneciente a la familia de las defensinas. En este
caso se compararon 314 secuencias de defensinas caracterizadas estructural y
funcionalmente por pertenecer a esta familia de PAMs contra la secuencia de la
Oxysfensina 1. ldentificando cinco Cisteinas conservadas dentro de este grupo de
secuencias en las posiciones 11, 15, 25, 31y 33 (Figura 11).
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Figura 11. WebLogo de secuencias de defensinas, incluida la Oxysfensina 1. Arrojado
por el Pfam PF01097, identificando cinco aminoacidos Cisteinas conservadas dentro de las
314 secuencias de defensinas caracterizadas estructural y funcionalmente por pertenercer

a esta familia de PAMs.
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8.6.1 Alineamiento de la secuencia completa de Oxysfensina 1

Después de identificar la secuencia de la Oxysfensina 1, también se pudo identificar cinco
secuencias dentro del transcriptoma pertenecientes a esta familia de PAMs, las cuales se
alinearon junto con secuencias de defensinas de otros insectos con mayor identidad,
identificando sitios similares entre las secuencias (figura 12).

1497281
3954066
1576744
3408420
6291241
6784712
2936725
1773744
2936725
2936725
2936727
1953330
1954752
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Figura 12. Resultado del alineamiento entre la Oxysfensina 1 y secuencias de defensinas
de otros insectos. Mostrando sitios idénticos entre las secuencias.
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8.6.2 Arbol filogenético para la familia de las defensinas

La secuencia de la Oxysfensina 1 fue alineada con secuencias de defensinas de otros
colebpteros como Tribolium castaneum, Acalolepta luxuriosa, Tenebrio molitor, Anomala
cuprea, Rinocerontes orictes. Ademas de defensinas identificadas en mosquitos, moscas,
hormigas, avispas, entre otras (figura 13).
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Figura 13. Arbol filogenético de secuencias de defensinas de insectos incluidas las identificadas en
Oxysternon conspicillatum.

Las Oxysfensinas 1 y 4 estuvieron estrechamente relacionadas con la defensina copricin
del escarabajo coprofago Copris tripartitus, las ramas de las Oxysfensinas 2 y 3 se
encontraron cerca de las defensinas de otros coleépteros como Anomala cuprea y
Rinocerontes Orictes; la Oxysfensina 5 se encontrd relacionada con defensinas de otros
escarabajos como tenecina 1, la defensina 1 de Acalolepta luxiorosa y la defensina 1 de
Tribolium castaneum.
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9. Validacién de blancos por PCR

Se amplifico por PCR las cinco Oxysfensinas y la Oxysterlina 1, con lo cual se observaron
bandas de alrededor de 200pb para todas las secuencias de PAMs identificadas (Figura
14).

Pares de bases (pb)
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10.000 §
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Figura 14. Visualizacion en gel de agarosa al 2% de la PCR para las cinco Oxysfensinas (D) 1, 2, 3, 5,6y la
Oxysterlina 1 (CE1) y su respectivo control negativo (CN). Marcador de peso molecular (Mpm, 100 pb DNA
Ladder; Cat N° 15628-019 Invitrogen). Carril 1: D1. Carril 2: CN-D1. Carril 3: D2. Carril 4: CN D2. Carril 5: D3.
Carril 6: CN D3. Carril 8: D5. Carril 9: CN D5. Carril 10: D6. Carril 11: CN D6. Carril 12: CE1. Carril 13: CN
CEL1.
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De las seis secuencias putativas de péptidos antimicrobianos identificados en el
transcriptoma del escarabajo y amplificados por PCR se siguié el proceso de clonacion,
expresion y purificacion con la OXYSFENSINA 1 de la familia de las DEFENSINAS y
obtener el péptido sintético de la OXYSTERLINA 1 de la familia de las CECROPINAS para
realizar ensayos de actividad citotoxica, antimicrobiana y hemolitica.

OXYSTERLINA 1

10. Analisis bioinformatico de la Oxysterlina 1

10.1. Secuencia en nucleotidos de la Oxysterlina 1 identificada en el
transcriptoma

>comp10536_c0_seq10xysternon

GTATTATTTATAACACACTTATAAATATAACAATAAATTAGTTATCACAATTAATATTTTTCAGTAGTAT
TAAAAATATTAGCGACGTCCAACCGCAGTTGCAACTGCCACAACTCCCTGTACAACTGGCAAAGCTT
CCTTGGTCTCCTCAAAGATTTTCTTTACACGCTTTTCAAATTTTCTCCACCTTTTAGAACCAGCATCCG
TTTGCCCACACATTAAAGCGACGACGATAAGTGCAAATACAAAAATGCGGTAGAAATTCATTTTTAC
TGTAAAGTAGAGACCGACTATGATATGCACCACAGACAGAT

A la secuencia completa de la Oxysterlina 1 se le identificé el marco le lectura “-3” por ORF
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html), el cual presento el codén de inicio al principio
de la secuencia y el codén de parada al final de esta, una longitud de 62 aminoacidos y 187
nucledtidos (Figura 15).

267 aatttctaccgcatttttgtatttgecacttatcgtegteget
N FYRTIFVFALTIUWVVYVA
222 tta tgtgggcaaacggatgetggttctaaaaggtggagaaaa
I8 C G Q TDAGS KR W R K
177 tttgaaaagcgtgtaaagaaaatctttgaggagaccaaggaaget
F E KRV K K I FEETKEA
132 ttgccagttgtacagggagttgtggcagttgecaactgeggttgga
L PVVQ GV VY AV ATAWUVSG
87 cgtcgetaa 79
R R *

Figura 15. Resultado de la busqueda del marco de lectura por el servidor ORF
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html), con el cual se pudo identificar el marco de
lectura “-3”, con el coddn de inicio atg al principio de la secuencia y el codon de parada taa
al final de la misma.
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10.2. Secuencia completa de la Oxysterlina 1 en aminoacidos

>|cl|Sequence 1 ORF:79..267 Frame -3
MNFYRIFVFALIVVALMCGQTDAGSKRWRKFEKRVKKIFEETKEALPVVQGVVAVATAVGRR*

Se obtuvo la secuencia completa de la Oxysterlina 1 en aminoacidos, la cual fue introducida
en el servidor que predice la ubicacion de péptidos sefiales (SignalP 4,1
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)), el péptido sefial se ubicé en la posicibn 24
(Figura 14).

SignalP-4.1 prediction (euk networks): Sequence

" Cscore
100 7 S-score
R ‘_-n,.--.“l.‘ Y-score —
08 | \
"J‘I'\‘ i
06 | "v’im
° il
§ . N | A
»n 04 AW | “IJ \
S — W Y ‘.\' |
02 | 1‘*} N
00 _HHIHHIIH\IIHH\“ [T
MNFYRI FVFAL IVVALMCGQOT DAGS KRWRKFEKRV KK | FEET KEAL PVVOQGVVAVATAVGRR
0 1 O 2l0 3‘0 4‘0 5l0 GIO 70
Position
# Measure Position Value Cutoff signal peptide?
max. C 24 0.723
max. Y 24 0.801
max. S 4 0.965
mean S 1-23 0.890
D 1-23 0.849 0.450 YES

Figura 16. Grafica de arrojada por el servidor SignalP, ubicando el péptido sefial de la
Oxysterlina 1 en la posicion 24.

El péptido sefal fue removido de la Oxysterlina 1, obteniendo el péptido maduro, al cual se
le realizo andlisis de las caracteristicas fisicoquimicas.
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10.3. Analisis de las caracteristicas fisicoquimicas de la Oxysterlina 1

Se obtuvo la secuencia del péptido maduro de la Oxysterlina 1.

>|cl|Sequence 1 ORF:79..267 Frame -3
SKRWRKFEKRVKKIFEETKEALPVVQGVVAVATAVGRR

Se obtuvo una secuencia de 38 aminoacidos, con un peso molecular de 4398,2 Da; un
punto isoeléctrico tedrico de 11,04 y un indice alifatico de 84,47. La composicion de
aminoacidos presento 2,6% de riguezaen Q, I, L, P, S, W; 5,3% en G, F, T; 10,5% para A,
E; 13,2% R; 15,8% Ky 18,4% para V.

El ndmero de residuos cargados negativamente (D+E) fue un total de 4 y el nUmero de
residuos cargados positivamente (R+K) fue un total de 11.

10.4. Diagrama de hélice y perfil de hidrofobicidad

La secuencia del péptido maduro de la Oxysterlina 1 a través del diagrama circular helicoidal
en el programa BioEdit ilustra las propiedades de la estructura de alfa hélice del péptido, la
cual mostro ser una hélice anfipatica que consiste de residuos hidrofébicos no polares en
el lado externo del cilindro helicoidal (rojo) y residuos polares hidrofilicos hacia el lado
interno (azul), con un angulo hidrofobico de 140° y un angulo hidrofilico de 220° (Figura 17).

Figura 17. Diagrama de hélice disefiado con el programa BioEdit mostrando una hélice
anfipatica con los residuos no polares en rojo y residuos polares en azul.
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10.5. Modelamiento estructural de la Oxysterlina 1

La prediccion de la estructura terciaria se hizo con RaptorX, identificando la posible
estructura de la secuencia basado en el alineamiento de la secuencia diana y la plantilla
utilizada, utilizando el visualizador JSmol, cada posicion en la estructura es un codigo de
colores de acuerdo a la naturaleza quimica de los residuos. El esquema utilizado es: Rojo
= hidrofébica, Azul = acida, Magenta = basico, verde = hidroxilo + Amina (Figura 18).

El modelamiento estructural de la Oxysterlina 1 mostro una Unica alfa hélice sin bisagra en
medio de la secuencia, con una cara acida en azul y una cara hidroxilo amina en verde

S

N

Figura 18. Modelamiento estructural de Oxysterlina 1 por el servidor RaptorX y
visualizado en Jsmol en donde se observa una estructura de alfa hélice con una cola de
residuos acidos en el extremo carboxiterminal.
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11. Sintesis quimica y ensayos de actividad de la Oxysterlina 1.

11.1. Proceso de sintesis quimica del péptido, evaluacion de actividad
citotoxica, antibacteriana, hemolitica y proceso de sintesis del gen
sintético de la Oxysterlina 1

Debido a que la secuencia de la Oxysterlina 1 es mas corta que la secuencia de la
Oxysfensina 1, se obtuvo el péptido sintetico de esta secuencia, para evaluar actividad
citotoxica, antibacteriana, hemolitica.

11.2. Resuspencion del péptido sintetico de la Oxysterlina 1

Los 6mg de péptido (Oxysterlina 1) liofilizado fueron resuspendidos en 300 pL de agua
destilada esteril (grado B.M) a una concentracién de 20mg/mL, se alicuoto en fracciones de
10puL en cada tubo y se almaceno a -30°C hasta su uso.

11.3. Ensayo de la actividad citotoxica del péptido sintetico
Oxysterlinal

La evaluacion del porcentaje de viabilidad sobre celulas vero mostro una disminucion mayor
al 50% a una concentracion del peptido de 2000ug/mL  (figura 19). Se encontro un indice
terapeutico de 320 comparado con la MIC de E. coli ATCC 35218, E. coli ESBL, Salmonella
typhi, mientras que para Enterobacter cloacae se obtuvo un indice terapeutico de 160.
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Figura 19. Grafico de barras de la evaluacion de la actividad citotoxica del péptido
sintetico Oxysfensina 1. Porcentaje de viabilidad de células vero vs concentraciones del

peptido en pg/mL (Oxysterlina 1), observando disminucion de la viabilidad de las celulas en
concentraciones de 2000 y 1000ug/mL.

11.4. Evaluacion de la actividad antimicrobiana del peptido sintetico
Oxysterlina 1

Se evalud el peptido Oxysterlina 1 por microdilucion en placa contra E. coli ATCC 35218,
E. coli ESBL, Salmonella typhi, bacterias Gram negativas, Staphilococus epidermidis una
Gram positiva y Candida alicans, un hongo, encontrando la misma MIC (Concentracion
minima inhibitoria) para E. coli ATCC 35218, E. coli ESBL, Salmonella typhi, siendo estas
las que presentaron mayor porcentaje de inhibicion del crecimiento (figura 20); el
crecimiento de la Enterobacter cloacae se observo inhibida a una MIC mas alta del péptido
(12,5pg/mL), sin embargo para S. epidermidis y Candida albicans no se encontro actividad
del peptido a ninguna de las concentraciones evaluadas (tabla 1).
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Figura 20. Graficas de barras de la evaluacion de la actividad del péptido sintetico
Oxysterlina 1. 1. E.coli ATCC 35218, 2. E. coli ESBL, 3. Salmonella typhi, 4. Enterobacter
cloacae. Porcentaje de crecimiento bacteriano vs concentracion del péptido en pg/mL,
observando una MIC de 6,25ug/mL contra E.coli ATCC 35218, E. coli ESBL y Salmonella
typhi y una MIC de 12,5ug/mL contra Enterobacter cloacae.

Bacteria MIC (ug/mL)

E. coli ATCC 35218 6,25

E. coli ESBL 6,25

Salmonella typhi 6,25

Enterobacter cloacae 12,5

Staphylococcus NPA
epidermidis

Candida albicans NPA

Tabla 1. Concentraciones minimas inhibitorias (MIC) del peptido sintético (Oxysterlina 1)
para E. coli ESBL, Salmonella typhi, Enterobacter cloacae, Staphylococcus epidermidis y
Candida albicans. NPA (no presento actividad).
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11.5. Ensayo de actividad hémolitica del péptido sintetico Oxysterlinal

No se observo hemolisis total de los eritrocitos, sin embargo a una concentracion del peptido
de 500 pg/mL se observo un porcentaje de hemolisis de 19%, lo cual indica que la actividad
hemolitica del peptido sobre eritrocitos humanos tubo un pico de activacion en esta
concentracion (Figura 21). Cabe resaltar que a la observacion morfologica de estos se
encontraron aglutinados a las concentraciones de (2000 — 125 pg/mL) (Figura 22).
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Figura 21. Grafica de barras de la evaluacion de la actividad hémolitica del péptido
sintetico Oxysterlina 1. Porcentaje de hemolisis vs concentracion del peptido sintetico
Oxysterlina en (ug/mL), observando un pico de actividad hemolitica a una concentracién del

péptido de 500ug/mL.
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Figura 22. Morforlogia de eritrocitos humanos observados al microscopio optico
(ULWCD 0,30, OLIMPUS; Japon), objetivo 40X, a concentraciones del peptido de 2000 —
8ug/mL, observando aglutinacion de los eritrocitos a 500ug/mL.

11.6. Sintesis de la secuencia del gen recombinante Oxysterlina 1

El plasmido pD444-CH:150744 tuvo un tamafo aproximado de 114pb, obteniendo una
concentracion aproximada de 20ng/ul, diluidos en Tris HCI 10mM pH 7,4.
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OXYSFENSINA 1

12. Analisis bioinformatico de la Oxysfensina 1

12.1. Secuencia en nucleotidos de la Oxysfensina 1 identificada en el
transcriptoma

Se obtuvo la secuencia en aminoacidos de la Oxysfensina 1 identificada en el transcriptoma
del escarabajo coprofago Oxysternon conspicillatum.

>comp637_c0_seq1OXYSTERNON

GCCCTCTACCGGAAGGCCAAGATTAGTTTGCAAACATCTCCAAAACCAGTACGTAACATCTTTAAGA
AATGGCAAAATTCTTCGTATTCGTTGCTATAATTGCCTTGTGCTTATCCATGGTCTTAAGCAACCCTC
TACCGGAAGACCAAGAAGAGGGAACCATAAGACAGAAGAGAGTGACTTGTGACGTGTTAAGTCTTG
AGGCCAAAGGAGTGTCCGTCAACCATTCCGCTTGTGCTGTACACTGTCTTGCTCTTCGTAAGAAGGG
TGGATCTTGCAAAGATGGCGTCTGCGTTTGCAGAAATTAACTGACGCTTTGTTTGATTGTTCTTTTCT
GATTAATTTTTTTGATCGTTTAAATATAAACGTAGAAAAACTGATAAAAAAAAAAAAA

12.2. ldentificacion del marco de lectura y péptido sefial de la
Oxysfensina 1

Para la Oxysfensina 1 se identifico el marco de lectura “+3” con el codon de inicio atg al
principio de la secuencia y el codon de parada taa al final de la misma, esta secuencia
presento una longitud de 79 aminoéacidos y 240 nucledtidos (Figura 23).
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69 gcaaaattcttcgtattcgttgetataattgecttgtgetta
ALK E FFVEFVAITITALECE
114 tcc gtcttaagcaaccctctaccggaagaccaagaagaggga
S VL SIN P LPEDOETES
159 accataagacagaagagagtgacttgtgacgtgttaagtcttgag
T I RO KRVTCDVYLE S L E
204 gccaaaggagtgtccgtcaaccattecgettgtgetgtacactgt
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249 cttgcetette gt tggatctt aagatggegtetge
LALRKIKGSGST CIKUDGVC
294 gtttgcagaaattaa 3e8
VCRN*

Figura 23. Resultado de la busqueda del marco de lectura de la Oxysfensina 1 por el servidor
ORF Finder (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.nhtml), con el cual se pudo identificar el
marco de lectura “+3”, con el coddn de inicio atg al principio de la secuencia y el codén de
parada taa al final de la misma.

Se obtuvo la secuencia en aminoacidos de la Oxysfensina 1

>Icl|Sequence 1 ORF:69..308 Frame +3
MAKFFVFVAIIALCLSMVLSNPLPEDQEEGTIRQKRVTCDVLSLEAKGVSVNHSACAVHCLALRKKGGSC
KDGVCVCRN*

A partir de esta secuencia se identifico el péptido sefial por SignalP
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), para obtener la secuencia del péptido maduro,
encontrando la ubicacion de este péptido sefial en la posicion 21 de la secuencia (Figura
24).
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SignalP-4.1 prediction (euk networks): Icl_Sequence

" Cscore
10 ¢ Sscore ——— 1

Y-score
08

.||
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I O M

MAKFFYFVAITALCLSNY LENPLPEDQEBEST | ROKRVTC DV LSL EA MGV SVNHSACAVHC LA L RKKGGE(]

Score

0 10 20 30 40 50 60 70
Position

# Measure Position Value Cutoff signal peptide?
max. C 21 a.823
max. Y 21 @.887
max. S 12 9.981
mean S 1-20 @.957
D 1-20 0,925 0.450@ YES

Figura 24. Grafica de arrojada por el servidor SignalP, ubicando el péptido sefal de la
Oxysfensina 1 en la posicién 21 de la secuencia.

El peptido sefial fue removido de la secuencia de la Oxysfensina 1 y se obtuvo la secuencia
del péptido maduro, la cual fue utilizada para realizar el analisis de las caracteristicas
fisicoquimicas.

12.3. Secuencia en aminoacidos del péptido maduro de la Oxysfensinal

>|cl|Sequence 1 ORF:69..308 Frame +3
NPLPEDQEEGTIRQKRVTCDVLSLEAKGVSVNHSACAVHCLALRKKGGSCKDGVCVCRN

Se obtuvo un secuencia de 59 aminoacidos con un peso molecular de 6324,2 y un punto
isoelectrico teorico de 8,32, con una composicion de aminoacidos de 1,7% de I; 3,4%
compuesta de Q, H, Py T; 5,1% de riqgueza N yD; 6,8% para A, R, Ey S; 8,5% compuesta
de G, L y K; 10,2% compuesta de C y finalmente 11,9% de composicion con V.

El nimero total de residuos caragados negativamente (Asp+Glu) fue 7 y nimero total de
residuos caragados positivamente (Arg+Lys) fue 9.

Se realizo la identificacion de dominios conservados, identificando tres enlaces disulfuro
en la posicion 19, 36 y 40 de la secuencia con un score de 9,96 (Figura 25).

57



[L N e. ScanProsite Results Viewer
Ouput format: Graphical view - this view shows ScanProsite results together with ProRule-based predicted intra-domain features [help]

Hits for all PROSITE (release 20.107) motifs on sequence USERSEQ1 :
found: 1 hitin 1 sequence

USERSEQ1 (59 aa)

NPLPEDQEEGTIRQKRVTEOVLSL AVHCLAL € VCRN

Please note that the graphical representations of domains displayed hereafter are for illustrative purposes only, and that their colors and shapes are not intended to indicate
homology or shared function.

For more information about how these graphical representations are constructed, go to http:/prosite.expasy.org/mydomains/.
hits by profiles: [1 hit (by 1 profile) on 1 sequence]

Upper case represents match positions, lower case insert positions, and the "-' symbol represents deletions relative to the matching profile.
Hits by PS51378 INVERT_DEFENSINS Invertebrate defensins family profile :

rulor: i 100 200 300 400 500 600 700 ’ 900 <. 1000
USERSEQ1 g (59 aa)
16 - 59: score = 9.966
RVTEDVLS1eakgvsvnhSACAVHCLALRKKGGSE-KDGVCVCRN
Predicted features:
DISULFID 19 50 By similarity [condition: C-x*-C]
DISULFID 36 55 By similarity [condition: C-x*-C]
DISULFID 40 57 By similarity [condition: C-x*-C]

Figura 25. Resultado de la busqueda de dominion y motivos conservados en la secuencia

madura de la Oxysfensina 1. Observando tres puentes disulfuro en las posiciones 19, 36 y
40.

12.4. Estructura secundaria de la Oxysfensina 1

La prediccion de la estructura secundaria se reliazo utilizando el servidor
Psipred(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) nos arrojo una prediccion de estruturas de
Laminas beta desde la posicién 16-19 y 54-57 y helices alfa 33-43(Figura 26).
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cont: JINIIRNEEEEnRza0a000znnnnn iR EEn R HARDNE
Pred: 9 |

Pred: CCCCCCCCCCCCCCCEEEECCCCCCCCCCCCCHHHHHHHH
AA: NPLPEDQEEGTIRQKRVTICDVLSLEAKGVSVNHSACAVHC

10 20 30 40

cont: jilznBlNNE=niRnnlnnit
Pred: : )— —

Pred: HHHCCCCCCCCCCEEEECC
AA: LALRKKGGSCKDGVCVCRN

50

Legend:
D = helix Conf: LJIII[ = confidence of prediction
- +

= strand Pred: predicted secondary structure

= coil AA: target sequence

Figura 26. Resultado de la prediccion de la estructura secundaria utilizando el servidor
Psipred, observando laminas beta y hélices alfa dentro de la estructura.
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12.5 Modelamiento estructural de la Oxysfensina 1

La prediccion de la Oxysfensina 1 arrojo la ubicacion de estructuras laminas beta (rojo) y
helices alfa (verde) (figura 27).

Figura 27. Modelamiento estructural de la secuencia de la Oxysfensina 1, utilizadno el
servidor Swissmodel (http://swissmodel.expasy.org/interactive/weZ8jV/templates/) y el
vidualizador PV(http://biasmv.qgithub.io/pv/), observando laminas beta y helices alfa.

13. Proceso de clonacién, expresion y purificacion del péptido Oxysfensina 1

13.1. Clonacién de la Oxysfensina 1 y secuenciamiento
La Oxysfensina 1 fue clonada en el plasmido pEXP5-CT/TOPO®TA, siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se les realizo extraccion de plasmidos con el kit (PureLink®

Quick Plasmid Miniprep Kits) y fueron sometidos a secuenciacion.

Arrojando un 100% de identidad entre la secuencia plantilla y el resultado del
secuenciamiento, con la secuencia en nucleotidos como de aminoacidos (Figura 28).
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CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

Dl ~NPLPEDQEEGT TRQKRVTCDVLSLEAKGVSVNHSACAVHCLALRKKGGSCKDGVCVCRY 59
DIC1 MNPLPEDQEEGTIRQKRVTCOVLSLEAKGVSVNHSACAVHCTALRRKGGSCKDGVCVCRN 60
DICY MNPLREDQEEGTIRQKRVTCDVLSLEAKGVSVNHSACAVHCTALRRKGGSCKDGVCVCRY 60
E22 32 R e R e e e e e e sess

1

DICL KGHAEHHRH 68

D1CY KGHEHHAH 68

Figura 28. Resultado del alineamiento por Clustalw

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msal/clustalw?2/). Entre el resultado del secuenciamiento y la
secuencia plantilla. Obteniendo un 100% de identidad en el alineamiento.

13.2. Expresion de la Oxysfensina 1

Se logro expresar el péptido Oxysfensina 1 en células E. coli BL21 con 0,1mM de IPTG a
30°C a las 20 horas post-induccion. Lo cual fue visualizado por ELISA (figura 29),
electroforesis y Wester blot, tal como se describe arriba en la metodologia.

TO TI T2 T8 T4 T5 T6 TI T8 T9 C+

30°C —

Absorbancia

371°C —

Tiempo en Horas

—e—0,imM —@—0,5mM —&—1mM »—2mM

1. ELISA de la expresion del péptido Oxysfensina 1. Bajo dos 2. Valores de absorbancia de la expresion del péptido Oxysfensina 1 a
temperaturas, cuatro concentraciones de IPTG y diez tiempos. 30°C. Evaluando cuatro condiciones de IPTG y diez tiempos. Observando
Observando mayor expresion a la 20 horas post-induccioén con 0,1mM de mayor expresion a las 20 horas post-induccién con 0,1mM de IPTG.

IPTG a 30°C.

Figura 29. Expresion de la Oxysfensina 1 en E. coli BL21. 1. Placa de microtitulacion
con mayor intencidad de color en el tiempo 7 (20 horas) post-induccién a 30°C. 2. Valores
de absorbancia a 30°C, con cuatro condiciones de IPTG (0,1;0,5;1 y 2mM), observando un
pico de absorbancia de 0,6 (azul) a las 20 horas, 0,1mM de IPTG.
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13.3. Visualizacion de la banda esperada (6Kd) despues de la expresion
de la Oxysfensinal

Las alicuotas recogidas en los diez tiempos fueron resuspendidas tal como se describe
arriba en la metodologia, obteniendo una banda aproximada de 6Kd en el gel de
poliacrilamida al 12% para todos los tiempos sefalado con rallas paralelas (Figura 30.1 ),
no obstante se puso observar una banda mas pronunciada a la 20 horas a 37°C en la
condicion A de IPTG (0,1mM). En el Wester Blot se obtuvo la banda en el peso esperado
para todos los tiempos excepto el tiempo 0 (0.0.A), sin embargo se observo una banda mas
pronunciada a la 20 horas a 30°C en la condicién A de IPTG (0,1mM) sefialado en rallas
paralelas (Figura 30.2).

ST

1. Gel de poliacrilamida al 12%. Alicuotas recogidas 2. Membrana de PVDF después del Wester Blot con alicuotas de diferentes
después de la expresién con IPTG. Carril 1. hora 0, tiempos, después de la expresion de la Oxysfensina 1. Carril 1. Marcador de peso
37°C, 0,1mM IPTG. Carril 2. hora 9, 37°C, 2mM IPTG. molecular (BenchMark; Pre-stained Protein Ladder, Life Technologies). Carril 2. tiempo 0,
Carril 3. hora 20, 37°C, 0,1mM IPTG. Carril 4. hora 9, 30°C, 0,1mM IPTG. Carril 3. hora 9, 30°C, 0,1mM IPTG. Carril 4. hora 9, 30°C, 2mM
37°C, 0,1mM. Carril 5. hora 9, 30°C, 0,1 IPTG. IPTG. Carril 5. hora 9, 37°C, 0,1mM IPTG. Carril 6. hora 20, 30°C, 0,1mM IPTG. Carril
7.hora 20, 37°C, 0,1mM IPTG.

Figura 30. Visuliacién de la banda de la Oxysfensina 1 despues del proceso de
expresion. 1. Electroforesis en gel de Tricina al 12% de las alicuotas en diferentes tiempos
de la Oxysfensina 1. Observando la banda del péptido en un peso aproximado de 6Kd. 2.
Wester blot de las alicuotas recogidas a la horas 0, 9 y 20, para 30°C y las mismas horas
para 37°C.
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13.4. Purificacion de la Oxysfensina 1

Se logro purificar parcialmente la Oxysfensinas 1 recombinante, primero se paso el lisado,
(preparado tal como se definio arriba en la metodologia), este lisado se paso por la columna
de Ni-Sepharosa (HisTrap HP*5mL. GE Healthcare Life Sciencies), luego se realizo un
lavado de la columna con el buffer conteniendo 20mM de imidazol, esta fraccion fue
recogida y marcada como LAVADO, despues se paso por la columna el buffer de elusion
gue contenia 500mM de Imidazol, recojiendo 80 FR (FRACCIONES RETENIDAS), estas
fracciones fueron marcadas de 1 — 76 y se leyeron en el espectrofotometro EPOCH (Biotek)
a 280nm obteniendo un valor de concentraccién del péptido en (mg/mL), obteniendo
fracciones entre la 15-20 con concentracciones del péptido desde 0,071mg/mL — hasta
0,137 mg/mL y las fracciones 18 — 26 con concentraciones entre 0,05 y 0,03mg/mL. La
maxima concentracion del péptido obtenida fue de 0,137 mg/mL en la fraccion 17 (Figura
31). Algunas de estas fracciones fueron guadadas juntas para obtener mayor
concentraccion del péptido , como las fracciones (15-17), (18-19) y (20-26).

0,15

0,1

0,05

mg/mL

-0,05

-0,1
Numero de la fraccién

Figura 31. Concentracion en mg/mL de las 76 fracciones retenidas (FR). Donde se
observa un pico de concentracidon de la Oxysfensina 1 entre las fracciones 15-26. Algunas
de las cuales fueron guardadas juntas.

63



Estas fracciones fueron confirmadas y visualizadas por electroforesis de tricina al 12% y
Wester blot, tal como se explico en la metodologia (Figura 32).

Fotografia A Fotografia B

MPM  lisado FNR lavado fr(15,16,17) FR(18-19)  FR(20-26)

MPM  frssis17)  FRisas)  lavado  FNR  lisado

180|
115

180

115
82

82
43

37 49

37
26

13
26

15 19

15

Figura 32. Electroforesis y Wester blot visualizando las fracciones retenidas (FR) 15-26. Fotografia A.
carril 1. Marcador de peso molecular (MPM), carril 2. lisado, carril 3. fraccidon no retenida (FNR), carril 4.
Lavado, carril 5. FR (15,16,17), carril 6. FR (18-19), carril 7. FR (20 — 26). Fotografia B. carril 1. Macador de
peso molecular, carril 2. FR (15,16,17), carril 3. FR (18,19), carril 4. Lavado, carril 5. FNR, carril 6. Lisado.
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9. DISCUSION

En este estudio, nosotros identificamos las secuencias de dos genes de PAMs después de
una induccién de la respuesta inmune en Oxysternon conspicillatum, uno de ellos, la
Oxysterlina 1, activo contra bacterias Gram negativas y los caracterizamos dentro de dos
grupos de PAMs de acuerdo a sus perfiles a sus perfiles. El cuerpo graso es un tejido
adiposo unido a la superficie interna de la cuticula y distribuido en todos los segmentos del
animal. Es un organo biosintetico, funcional, analogo al higado de los mamiferos
(Sendergaard L., 1993) y el responsable de la sintesis de péptidos antimicrobianos en los
insectos (Samakovlis C, 1990), (Peter Vilmos, 1998). Por esta razon fue que utilizamos el
cuerpo graso como muestra para la realizacion del transcriptoma de Oxysternon
conspicilatum en el cual logramos identificar 14 secuencias de peptidos antimicrobianos de
las familias de las defensinas, cecropinas y coleoptericinas.

Los insectos y en particular los que pertenecen al Orden Coleoptera mantienen en un
ambiente lleno de bacterias patogenas en donde otros seres vivos tendrian dificultades para
sobrevivir, por lo tanto estos coleopteros presentan diferentes mecanimos fundamentales
de reconocimiento de estos patogenos como los PAMs. En los invertebrados la produccion
de estos péptidos se caracteriza por su rapida sintesis y secrecion hacia la hemolinfa
después de una infeccidon microbiana y sus genes estan principalmente activos en el cuerpo
graso y los hemocitos (Kaneko Y, 2007 ). El sistema inmune de los insectos se caracteriza,
por un sistema innato con componentes tisulares y celulares como el cuerpo graso, ganglios
linfaticos y hemocitos (Tepass U, 1994). Y un componente humoral, caracterizado por 3
pricipales procesos; melanizacion mediada por peroxidasas, serin proteasas, precusor de
formacion de quinonas y melanina; coagulacion de la hemolinfa y sintesis de PAMs (Vilmos
P, 1998).

En Oxysternon conspicillatum el efecto antimicrobiano se hace muy evidente, al ser
excremento humano, porcino o bovino el ambiente donde este escarabajo desarrolla su
ciclo vital (Cultid Carlos A, 2001 ). En este trabajo identificamos la presencia de varias
secuencias putativas de PAMs y encontramos que el peptido Oxysterlina 1 se encuentra en
el cuerpo graso de individuos adultos despues de una infeccion con bacterias. Este
resultado nos da a pensar que los individuos adultos del escarabajo coprofago Oxysternon
conspicillatum tienen mecanismo de defensa que les permiten inducir una respuesta
inmune con la produccion de péptidos antimicrobianos en este caso demostrado con el
péptido Oxysterlina 1. EI hecho de haber hallado todas estas secuencias putativas de
péptidos antimicrobianos nos permite concluir que estos PAMs, puden estar implicados
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como moleculas efectoras en la habilidad del escarabajo para matar algunas bacterias que
estan presentes en el ambiente de Oxysternon conspicillatum.

Los péptidos de la familia de las cecropinas son peptidos pequefios (31-39 aminoacidos)
gue exhiben un amplio espectro de actividad contra bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas. También pueden matar a algunos microorganismos patdégenos en
concentraciones nanomolares con poco efecto sobre las células eucarioticas normales.
Hasta la fecha, cecropinas se han aislado de muchos insectos (D.G. Tamang M. S., 2006),
(P. Bulet, 2005 ), (K.A. Brogden, 2003 ), (Yoe S, 2006 ). En el presente estudio hemos
aislado una secuencia de una cecropina a partir de ADNc de Oxysternon conspicillatum
(designado como Oxysterlina 1); ademas, analizamos su actividad contra diferentes
bacterias. La Oxysterlina 1 sintética mostro alta actividad antibacterial (concentraciones de
microgramos) contra bacterias Gram negativas y no presento actividad contra S.aureus ni
contra Candida albicans.

Los péptidos de la familia de las cecropinas estan caracterizados por tener de 31 a 39
amino-4cidos, un extremo amino terminal anfipatico y uno carboxilo terminal hidrofobico y
se han identificado caracteristicas fisicoquimicas esenciales para la actividad
antimicrobiana como la carga neta positiva a pH neutro, el momento hidrofébico de las
regiones alfa hélice y la presencia de una bisagra en la region central (Boman HG W. D.,
1989), (WB & Jones VP, 2001). La actividad del péptido sintético Oxysterlina 1 se explica
debido a que esta secuencia presento las caracteristicas fisicoquimicas (alto punto
isoeléctrico, no tiene puentes disulfuro, estructura de alfa hélice sin laminas beta, una cara
hidrofobica y una hidrofilica) esenciales para esta actividad, ademas, al realizar un
alineamiento con otras cecropinas de dipteros y de coleopteros, identificamos que este
péptido se agrupa junto con la cecropina 2 del escarabajo Tribolium castaneum, en una
rama aparte de los dipteros por lo que deducimos que tiene caracteristicas similares a las
cecropinas de otros coledpteros, esta actividad antimicrobiana, con una minima actividad
hemolitica y citotoxica convierte a la Oxysterlina 1, en un buen candidato para el desarrollo
de nuevos compuestos, motivo por el cual nos propusimos desarrollar la secuencia de este
péptido recombinante.

Hoy en dia existe una necesidad urgente de desarrollo de nuevos compuestos con actividad
antimicrobiana dada la alta incidencia de infecciones nosocomiales y los perfiles de muti-
drogo resistencia especialmente en bacterias Gram negativas como Pseudomonas
aeuriginosa y del grupo de Enterobacter contra las cuales el grupo de medicamentos activos
se ha ido reduciendo (Boucher HW, 2009). En este trabajo se logré identificar, sintetizar y
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evaluar actividad contra bacterias gram negativas e incluso aislados clinicos de unidad de
cuidados intensivos con perfiles de resistencia de Beta lactamasa de espectro extendido
(ESBL), encontrando una MIC en un buen rango de actividad 6,25ug/mL comparado con
otros trabajos donde evaluaron otros péptidos antimicrobianos contra aislados clinicos
multi-drogo resistentes con una defensina con 25ug/ml y Ascaphin-8 (1-6uM) (Eley A,
2008), (Sahly H, 2006). La actividad antimicrobiana de la Oxysterlina 1 se puede explicar
debido a que su estructura presenta un extremo anfipatico amino terminal por donde el
péptido podria interaccionar con las membranas bacterianas, esto concuerda con lo
descrito para otras cecropinas donde reportan que este segmento es el principal
responsable de la interaccion con membranas, dado su momento hidrofobico y polaridad
(Boman, 1989).

Los peptidos de la familia de las cecropinas son un grupo diverso que se ha reportado no
solo en insectos sino tambien en tunicados (Zhou W, 1996)y nematodos como el ascaris
(Griffiths, 2005). Hasta la fecha, para el orden coleoptera, Acalolepta luxuriosa y Tribolium
castaneum, son los unicos, en los cuales se han identificado secuencias de peptidos
antimicrobianos de la familia de las cecropinas. El reporte de las secuencias encontradas
en este trabajo amplia la base de datos de peptidos antimicrobianos en coleopteros, lo cual
permite identificar una nueva diversidad de peptidos antimicrobianos de las defensinas y
cecropinas dentro de este grupo de insectos, lo que facilitaria para otros trabajos la
busqueda de secuencias homologas a estas.

Las defensina es una familia de peptidos antimicrobianos que presentan de 29-34
aminoacidos y contienen seis residuos conservados de cisteinas, ligadas a tres puentes
disulfuro (Andreu & Ubach J, 1992). La evaluacion fisicoquimica y estructural realizada por
el programa ProParam y RaptorX, de las secuencias de las seis defensinas identificadas
en este trabajo demostraron tener estas caracteristicas, todas presentaron puentes
disulfuro como en el caso de la Oxysfensina 1 que presento estos puentes en la ubicacion
19y 50, todas presentaron un tamafio de 49- 62 aminoacidos y una estructura compuesta
de alfa hélices y laminas beta.

En las cecropinas se ha reportado un amplio espectro de actividad contra bacterias Gram
positivas y negativas, estos actlian sobre lipidos de membrana y generan una disrupcion y
desintegracion por lo que producen una lisis bacteriana (Andreu et al., 1992), en este
estudio se pudo comprobar la actividad de la Oxysterlina 1 contra bacterias Gram negativas,
donde se inhibio el 100% de crecimiento a concentraciones del peptido por encima de la
MIC (200-12,5pg/mL). La estructura de esta cecropina demostro ser una sola alfa helice (no
tiene bisagra), con un punto isoelectrico de 11,04 relativamente alto, presento una minima
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actividad hemolitica y citotoxica, lo cual arrojo un indice terapeutico de 320 en el caso de E.
coli ATCC.

10.RECOMENDACIONES

El secuenciamiento del transcriptoma demostro ser una tecnica rapida, costo-efectiva, para
la busqueda de nuevos genes, en particular de peptidos antimicrobianos, en comparacion
con la busqueda basada por PCR y disefio de primers degenerados basados en las
secuencias de otros escarabajos como Tribolium castaneum, ya que en la primera fase de
este estudio no logramos por esta tecnica la identificacion de ningun blanco (dato no
presentado), mientras la técnica del secuenciamiento masivo nos permitio identificar 6
secuencias de peptidos antimicrobianos, ademas del hecho de que quedan muchos otros
genes por analizar e identificar dentro del transcriptoma con cerca del 37% de los contigs
sin ninguna funcion o descripcion definida.

Para el ensayo de expresion es recomendable verificar la velocidad de agitacion y realizar

el ensayo en las mismas condiciones de aireacion que para la produccion a gran escala, ya
gue en este trabajo nos vimos en serias dificultades por tales razones.
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11.CONCLUSIONES

e Se identificaron seis secuencias de péptidos antimicrobianos en el transcriptoma de
Oxysternon conspicilatum homoélogos de la familia de las defensinas y cecropinas.

e Se caracteriz6 por identidad las familias de péptidos antimicrobianos a los cuales
pertenecieron las secuencias identificadas en el transcriptoma del escarabajo

coprofago Oxysternon conspicillatum.

e Las seis secuencias validadas por PCR arrojaron una banda menor de 200 pb, lo
cual es el peso esperado debido al tamafio tan pequefio de estos péptidos.

e Fue posible clonar la secuencia de la Oxysfensina 1 en el plasmido pEXP5-CT.

e Se logro6 establecer las condiciones de expresion de la Oxysfensina 1 (30°C; 0,1 mM,;
20H) en E. coli BL21.

e Se logro purificar parcialmente la Oxysfensina 1.

e El péptido sintético (Oxysterlina 1) inhibi6 el crecimiento bacteriano de E. coli ATCC
35218, E. coli ESBL y Salmonella typhi.

e Por lo tanto el péptido sintético es antibacteriano, para bacterias Gram negativas y

hasta ahora no presento actividad antimicotica ni antibacteriana contra bacterias
Gram positivas.
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12.PRESENTACION EN CONGRESOS

Este trabajo ha sido presentado en el IX Encuentro Nacional de Investigacion en
enfermedades infecciosas. Entre 15-17 de agosto del 2014 (anexo 9).

Congreso Latino-Americano de estudiantes de biologia. Armenia 13-17 de octubre de 2014.
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14.ANEXOS

ANEXO 1. Permiso de colecta de escarabajos copréfagos en el eje cafetero, por parte de

la CRQ.

RESOLUESH KoMERC 374

DE MARZO 7 DE 2014.

“POR MEDIO DE LA CUAL SE AUTORIZA UN PERMISO MARCO DE
RECOLECCION DE ESPECIMENES DE ESPECIES SILVESTRES DE LA
DIVERSIDAD BIOLOGICA, SRCA- PRDB -" OTORGADO A LA UNIVERSIDAD
DEL QUINDIO.

LA SUBDIRECTORA DE REGULACION Y CONTROL AMBIENTAL DE LA
CORPORACION AUTONOMA REGIONAL DEL QUINDIO C.R.Q. e uso de sus
atribuciones legales y en especial las conferidas por la Resolucion No, 983 del 21
de Oclubre de 2013, emanada de la Direccién General de la C.R.Q. y

CONSIDERANDO:

Que los articulos 8, 27 Y 69 d8 Constitucién Politica seftalan gue es cbligacidn del
Estado y de las personas proteger las riquezas culturales y nalurales de la Nacion
y Sarantizar las lbertades de ensefianza, aprendizaje. invesligacion vy caledra,
ademas .le fortalecer la investigacion cientifica en las universidades oficiales y
privadas y ofrecera las condiciones especiales para su desarrollo”,

Que por su parte, el articulo 79 de la Carta Magna establecid que “Todas las
personas tienen derecho a gozar de un ambiente sanc. La ley garantizara la
participacion de la comunidad en; las decisiones que puedan afeciario. Es deber
del Estado proteger la diversidad e integridad del ambiente, conservar las areas de
especial importancia ecoldgica y fomentar la educacion para el lugro de astos
fines."

Que los articulos 3, 42 Y §1 del Decreto-Lay 2811 de 1674 _iigo de Recursos
Nalurales y del Medio Ambiente estipuld que los recursus alurales reiuvablas
que se encuantren dentro del territoric nacicnal son recursos Naturales renovables
que pertenecen a la nacién, cuyo uso solo puede ser adquirndo por ministerio de
ley, permiso, concesién o

Que asi mismo, e! citado Estatuto indicé que Gnicamente cuzndo se esté fiente a
un uso por ministerio de ey, entendido este como las actividades destinadas para
satistacer las necesidades elementaies de los habitantes, las de sus jamilias y las
de sus animales de U30 doméstice, no serd necesana ~a cbiencion de un
permiso, cencesién o asociacion para adquirir €l derecno o usar 0s recursos
naturales.

Que el articulo 5 numeral 21 de la Ley §9 de 1993, estaticce que es funcidn del
Ministerio del Medic Ambiente regular, conforme a la ley la obiencidn, use
maneje, investigacion, importacidon y exportacion, asi como ia distibucion y el
comercio de especies y estirpes genclicas de fauna y flora silvestres:

Que el articule § numeral 38 ibidem sedala que es (ssponsabilidad del hoy
Miristerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible wigiiar que -l caludio, exploracion @
invesligacion de nacionales y extianjeros con respacia & nuc%’ 08 recursos

naturales renovables respete la soberania nacional y los derechos Je la Na“mn N‘

colombiana sobre sus recursos genélicos,

Mme

il g S
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ANEXO 2. Grafica HPLC de sintesis de la Oxysterlina 1.
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ANEXO 2. Grafica de espectrometria de masas, mostrando la masa del peptido sintetico

Oxysterlina 1.
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ANEXO 3. Mapa del plasmido PD444-CH T5-ORF-His, Ecoli-Elec D en donde
se inserto la secuencia del péptido antimicrobiano Oxysterlina 1.
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ANEXO 4
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Figure 2.Distibution of O. conspicillatum, O. durantoni, O. festivum and O. silenus in South America
according data SIB (biodiversity information system http://data.sibcolombia.net/search/oxysternon consulted
19-05-2013)



