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Resumen 

La farmacorresistencia es el aumento de supervivencia de los 

microorganismos ante tratamientos con antibióticos, que causa miles de 

muertes anuales; actualmente, esta problemática pone en riesgo la salud 

humana a nivel global. Por lo tanto, existe una urgente necesidad de buscar 

nuevos agentes antimicrobianos y estrategias que permitan combatirla o 

mitigarla. Algunas de las búsquedas, se han enfocado en péptidos 

antimicrobianos (AMPs) o péptidos de defensa del hospedero (HDPs), ya que 

se ha demostrado que tienen un amplio espectro de actividades directas contra 

microorganismos, acción antiinflamatoria y curación de heridas en modelos 

animales. Por otro lado, tienen baja toxicidad y diversos mecanismos de acción 

que implican baja tendencia a generar resistencia.  

 

Satanin 1, 2 y Curvicina son HDPs identificados en los escarabajos coprófagos 

O. curvicornis y D. satanas, para los que no se conocen sus actividades y 

posibles aplicaciones clínicas. En este trabajo, caracterizamos, las 

propiedades fisicoquímicas, estructurales, antimicrobianas y citotóxicas de 

dichos péptidos. Para esto, se describieron las características fisicoquímicas 

de los péptidos y se hizo la predicción de sus estructuras secundarias, usando 

herramientas bioinformáticas, que se contrastaron luego con análisis de 

dicroísmo circular. Luego, se evaluó la actividad antimicrobiana por ensayos 

in vitro de microdilución en placa frente a bacterias Gram negativas, Gram 

positivas, Candida parapsilosis, y micobacterias; la actividad citotóxica fue 

evaluada frente a células no tumorales y tumorales. Adicionalmente, se evaluó 

la producción de TNF alfa en PBMCs estimulados con lipopolisacárido de E. 
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coli (LPS) y la liberación de calceína de LUVs con lípidos POPC:POPG (80:20). 

Los análisis con herramientas bioinformáticas, evidenciaron que Satanin 1, 2 

y Curvicina son péptidos catiónicos, anfipáticos, alfa hélice, con PI por encima 

de 10 (es decir a pH 7 están cargados positivamente), mientras que los 

ensayos in vitro nos mostraron que los péptidos tienen actividad 

antimicrobiana principalmente hacia bacterias Gram (-) y tienen baja toxicidad 

con índices terapéuticos altos en PBMCs, eritrocitos humanos, células VERO 

y HaCaT.  Además, inhibieron la actividad metabólica de las células tumorales 

THP-1 desde bajas concentraciones. Por otro lado, se evidenció que los 

péptidos pueden bloquear la producción de TNF alfa en PBMCs estimulados 

con LPS, y que Satanin 1 permite la liberación del 30% de calceína de LUVs 

con lípidos de modelos de membranas bacterianas (POPC:POPG), pero no 

libera el 100% a las concentraciones evaluadas. Estos resultados sugieren que 

Satanin 1, 2 y Curvicina son péptidos alfa hélice de la familia de las cecropinas 

de escarabajos coprófagos, que poseen múltiples actividades biológicas, con 

posibles aplicaciones clínicas; para los que se desconocen sus blancos y 

mecanismos de acción. 
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Abstract 

 

Drug resistance is the increased survival of microorganisms in the face of 

treatment with antibiotics, which causes thousands of deaths per year; this 

problem is currently endangering human health worldwide. Therefore, there is 

an urgent need to search for new antimicrobial agents and strategies to combat 

it. Some of the searches have focused on antimicrobial peptides (AMPs) or 

host defense peptides (HDPs), since as a new class of antimicrobial agents 

they have been shown to have a broad spectrum of direct activities against 

microorganisms, anti-inflammatory action and wound healing in animal models. 

On the other hand, they have low toxicity and diverse mechanisms of action 

and they have a low tendency to generate resistance. Thus, their potential in 

clinical applications goes beyond the treatment of multidrug-resistant pathogen 

infections. Satanin 1, 2 and curvicin are HDPs identified in dung beetles, O. 

curvicornis and D. satanas; in this work, we characterized their 

physicochemical, structural, antimicrobial and cytotoxic properties. For this 

purpose, the physicochemical characteristics of the peptides and their 

secondary structures were predicted using bioinformatics tools, which were 

then contrasted with circular dichroism analysis. Then, the antimicrobial activity 

was evaluated by in vitro microdilution plate assays against Gram-negative 

bacteria, Gram-positive bacteria, Candida parapsilosis, and Mycobacterium 

tuberculosis; and cytotoxic activity against non-tumor and tumor cells was 

made by microdilution plate assays too. Additionally, TNF alpha production in 

PBMCs stimulated with E. coli lipopolysaccharide (LPS) and evaluation of 

calcein release from LUVs with POPC:POPG (80:20) lipids were evaluated. 

Analysis with bioinformatics tools showed that Satanin 1, 2 and curvicin are 

cationic, amphipathic, alpha-helical peptides with PI above 10, while in vitro 

assays showed that the peptides have antimicrobial activity mainly towards 

Gram (-) bacteria and have low toxicity with high therapeutic indexes in PBMCs, 

human erythrocytes, VERO and HaCaT cells.  In addition, they inhibited the 
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metabolic activity of THP-1 tumor cells at low concentrations. On the other 

hand, it was evidenced that the peptides inhibited TNF alpha production in 

PBMCs stimulated with LPS. Also, Satanin 1 allows the release of 30% of 

calcein from LUVs with bacterial membrane model lipids (POPC:POPG), but 

does not release 100% at the concentrations tested. These results suggest that 

Satanin 1, 2 and curvicin are alpha-helix peptides from the cecropin family of 

dung beetles, possessing multiple biological activities, with potential clinical 

applications; for which their targets and mechanisms of action are unknown. 
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encuentran marcadas con asteriscos. Las cecropinas están marcadas por códigos de 

colores de la siguiente manera: las cecropinas de Diptera están en verde, las de 

Lepidoptera en verde menta, y las de Coleoptera, en color azul.35 

Figura 5. Evaluación de actividad antimicrobiana de Satanin 1, 2 y Curvicina (25; 12,5 

y 6,25 μg/mL) frente a las líneas celulares A549 (A) THP-1 (B), infectadas con M. 

tuberculosis H37Rv durante 24 horas. Los controles del ensayo son: control de 

inhibición de crecimiento con Rifampicina (Rifam) a 8 μg/mL y Estreptomicina (stp) a 

1 μg/mL (stp), y control de crecimiento de M. tuberculosis sin antibióticos (0). Kruskal-

Wallis con p-valor de 0,045.37 

Figura 6. Mapa de calor de concentraciones mínimas inhibitorias (CMI) y 

concentraciones bactericidas mínimas (MBC) en microgramos por mililitro (μg/mL) de 

Satanin 1, 2, y Curvicina frente a bacterias Gram-negativas, Gram-positivas, Candida 

parapsilosis ATCC 22019, y Mycobacterium tuberculosis (Mtb) extracelular.38 
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Figura 7. Toxicidad de Satanin 1, 2 y Curvicina en células no tumorales, eritrocitos 

humanos (A), células VERO (B), PBMCs humanos (C), y células HaCaT (D). Los 

datos son mostrados con media y desviación estándar (n=3). CT= células incubadas 

con Tritón X-100 a 0,5% y cada número corresponde a las concentraciones evaluadas 

para cada uno de los péptidos en µg/mL (tratamientos µg/mL).40 

Figura 8. Toxicidad de Satanin 1, 2 y Curvicina en las células tumorales THP-1 (A), 

CaCo2 (B), y MCF7 (C). Las células fueron tratadas con las cecropinas Satanin 1, 2 

y Curvicina en un rango de concentraciones (500 a 3,9 μg/mL). Los controles fueron: 

células con tritón X-100 a 0,5% (CT) y células sin tratamiento (0,00). Los datos se 

muestran como la media con la desviación estándar; n=6 para THP-1 y n=3 para 

Caco2 y MCF7.41 

Figura 9. Producción de TNFα en PBMCs humanos tratados con lipopolisacarido de 

E. coli (LPS) y cecropinas de Scarabaeidae. Las cecropinas fueron usadas a 3,12 y 

6,25 µg/mL, y el LPS a 0,04 µg/mL. Los controles fueron PBMCs con medio de cultivo 

(CC),  PBMCs tratados con LPS a 0,04 µg/mL (LPS), y PBMCs con cada uno de los 

péptidos a 6,25 µg/mL. Se realizó un ANOVA con test de comparación múltiple 

usando el método de Dunnett’s con diferencias estadísticamente significativas (p= 

<0,0001), cuando se contrastaron cada uno de los grupos frente al control de LPS 

(n=6).45 

Figura 10. Porcentaje de liberación de calceína de las vesículas de POPC:POPG en 

presencia de Satanin 1 a las concentraciones de 0,27; 0,54; 1,08; 2,17; 4,35; 8,7; 17,4  

µg/mL (0,062; 0,125; 0,25; 0,5; 1; 2 y 4 µM).46 

Figura 11. Actividades biológicas y características relevantes de Satanin 1, 2 y 

Curvicina. En el centro se encuentran los modelos estructurales de los tres  péptidos; 

al lado izquierdo en el recuadro rosado se encuentran sus actividades comunes, al 

lado derecho en recuadros azules se resumen las características y actividades 

exclusivas de Satanin 1, en recuadro rojo las actividades en común para Satanin 1 y 

2 y por último en el recuadro verde las características y actividades exclusivas para 

Curvicina.60 
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Lista de anexos 

Anexo 1. Elipticidad molar  ([θ] deg cm2 dmol−1) a λ = 222 nm, radios de elipticidades 

a [θ]222 y [θ]max para los péptidos Satanin 1, 2 y Curvicina.80 

Anexo 2. Contenido de hélice de Satanin 1, 2 y Curvicina a partir de los datos 

experimentales de Dicroísmo circular.80 

Anexo 3. Concentración mínima inhibitoria (CMI) y concentración bactericida mínima 

(CBM) en microgramos por mililitro (µg/mL) de los péptidos Satanin 1, 2, y Curvicina 

frente a bacterias Gram-negativas, Gram-positivas, hongos, y Mycobacterium 

tuberculosis extracelular. NI: no identificado.82 

Anexo 4. Concentración mínima inhibitoria (CMI) y concentración bactericida mínima 

(CBM) en micromolar (µM) de los péptidos Satanin 1, 2, y Curvicina frente a bacterias 

Gram-negativas, Gram-positivas, hongos, y Mycobacterium tuberculosis extracelular. 

NI: no identificado.83 

Anexo 5. Índices terapéuticos (IT) de Satanin 1, 2, y Curvicina en eritrocitos humanos, 

células VERO y HaCaT, vs E. coli, P.aeruginosa, K.pneumonie, S.aureus, E faecalis 

y C. parapsilosis. IT (μg/mL) = IC50/CMI de bacterias, de acuerdo a cada péptido.84 

Anexo 6. Alineamiento de 40 secuencias alfa hélice de los órdenes Diptera, 

Lepidoptera and Coleoptera orders, incluyendo a Satanin 1, 2 y Curvicina. El patrón 

de color de los residuos es: Negro = Hidrofobicos, no polares y no cargados; Azul = 

positivos; Rojo = Negativos; Verde = Polares e hidrofilicos.85 

Anexo 7. Síntesis de Satanin 1 (A); Satanin 2 (B) y Curvicina (C). Perfiles de elución 

de péptidos sintéticos arriba y espectro de masas de péptidos puros abajo. Los 

péptidos fueron sintetizados a escala de 0,1 mmol en el sintetizador de Protein 

Technologies, Inc, Tucson, AZ usando síntesis de fase sólida (SPPS).88 

Anexo 8. Alineamiento de Satanin 1, 2 y Curvicina con otras cecropinas que 

conservan triptofáno (W), y fenilalanina (F) en el N-terminal. En el documento de Lee 
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E et al, 2013, se ha asociado la cadena lateral de los residuos W y F en papiliocina y 

cecropina a interacciones con LPS.88 

Anexo 9. Artículos publicados89 

Anexo 10. Certificación de pasantía internacional.90 
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Lista de símbolos y abreviaciones 

 

HDP “Host Defense Peptides”  

UFC Unidades Formadoras de Colonias 

PBS Phosphate Buffered Saline 

μl microlitros 

mL mililitros 

μg microgramos 

μM micromolar 

IC50 Concentración inhibitoria media 

CCM Concentración citotóxica mínima 

IT Índice terapéutico 

CMI Concentración inhibitoria mínima 

CBM Concentración Bactericida mínima 

ESKAPE Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella 
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas 
aeruginosa y Enterobacter spp. 

TB Mycobacterium tuberculosis 

AMP Antimicrobial Peptides 

TNF-α Factor de necrosis tumoral alfa 

APD Antimicrobial peptide database 

KDa Kilodaltons 

SFB Suero Fetal Bovino 

ATCC American Type Culture Collection 
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PBMC Células mononucleares de sangre periférica 

TFE Tetrafluoroetileno 

POPC Fosfatidilcolina 

POPG Fosfatidilglicerol 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



1 
 

1. INTRODUCCIÓN 

 

La farmacorresistencia es un problema global y complejo que ocurre 

especialmente con la emergencia y propagación de microorganismos 

resistentes a múltiples fármacos, como bacterias Gram-positivas, Gram-

negativos y M. tuberculosis (TB) multidrogo resistente (MDR) (1,2). A nivel 

mundial ocurren 700.000 muertes al año, a causa de infecciones por 

microorganismos multidrogoresistentes y se cree que al no tomar medidas 

preventivas o que permitan mitigar el incremento de bacterias 

multidrogoresistentes, el número de muertes anuales podría incrementar a 10 

millones de muertes para el 2050 (3). Por lo tanto, existe una urgente 

necesidad por identificar y caracterizar nuevas moléculas que pueden ayudar 

a desarrollar nuevas estrategias antimicrobianas para contrarrestar estas 

infecciones (4–7). Algunas de las búsquedas, se han basado en terapia con 

fagos, anticuerpos, probióticos, estimulación del sistema inmune o incluso 

varias líneas de evidencia demuestran como potenciales candidatos a los 

péptidos antimicrobianos (AMPs) o péptidos de defensa del hospedero (HDPs) 

(3,8,9).  

 

Algunas de las razones por las que los HDPs tienen potencial terapéutico es 

debido a que son moléculas de corta longitud (<50 residuos), son efectoras del 

sistema inmune innato, además se sintetizan en todos los seres vivos, 

incluyendo organismos unicelulares y multicelulares (animales, plantas, 

bacterias, etc) (10); incluso, hacen parte de la maquinaria celular de la 

respuesta inmune innata en donde cumplen funciones relacionadas con la 

defensa ante patógenos, y potencian estilos de vida simbióticos (11–14); lo 

que les confiere una naturaleza multifuncional que les permite  mediar en un 

amplio rango de procesos biológicos, como inmunomodulación (15), actividad 

anti-biofilm (16), antiviral (17), antifúngica (18), antiparasitaria (19), 

https://www.zotero.org/google-docs/?0alhRH
https://www.zotero.org/google-docs/?YxI1yP
https://www.zotero.org/google-docs/?mmeSh3
https://www.zotero.org/google-docs/?IXLUf1
https://www.zotero.org/google-docs/?WmJjf5
https://www.zotero.org/google-docs/?XrdmCn
https://www.zotero.org/google-docs/?MaFiTy
https://www.zotero.org/google-docs/?bD2oiE
https://www.zotero.org/google-docs/?AhvTtH
https://www.zotero.org/google-docs/?v01QKG
https://www.zotero.org/google-docs/?8BgmYc
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anticancerígena (20), o incluso pueden tener un rol en cicatrización (21), como 

adyuvantes para vacunas (22) o como biomarcadores de ciertas 

enfermedades (23,24). Entre los HDPs, existen más de 3000 moléculas 

descritas (https://aps.unmc.edu/), que se ha clasificado según su secuencia y 

estructura en: 1) péptidos alfa hélice (cecropinas, catelicidinas, etc); 2) 

péptidos ricos en aminoácidos como prolina o glicina (atacinas); y 3) péptidos 

ricos en cisteína (defensinas) (25). De acuerdo con las múltiples funciones de 

los péptidos y numerosas secuencias, se han realizado avances en el estudio 

de la relación secuencia, estructura y actividad biológica, que permitirán 

ampliar el conocimiento y la comprensión de los HDPs como nuevos agentes 

antimicrobianos y sus mecanismos de acción (26–29). En la actualidad, se ha 

hipotetizado que los péptidos en mención actúan principalmente en la 

permeabilidad y ruptura de membranas (30,31).  

 

Dentro de las fuentes de búsqueda de HDPs, los insectos y específicamente 

el orden Coleoptera, se consideran grupos con una gran cantidad de péptidos 

potenciales por explorar. Por ejemplo, son pocos los 325 HDPs reportados 

para insectos comparado con los más de 3000 péptidos de otros seres vivos 

publicados en la base de datos APD3 (http://aps.unmc.edu/AP) (32). Lo 

interesante de estos seres vivos es que son altamente diversos, representando 

un 58,5% (insectos) y 22% (Coleoptera) de la diversidad total de las especies 

(33), tienen un mecanismo de defensa basado en inmunidad innata, donde 

resaltan sus HDPs, se han adaptado a sobrevivir en ambientes hostiles y 

microbiológicamente complejos estableciendo por ejemplo un estilo de vida en 

simbiosis con microorganismos potencialmente patógenos para otros seres 

vivos (11,34–37). En el caso de los escarabajos coprófagos (Scarabaeidae), 

éstos se han adaptado para aprovechar las heces de otros seres vivos, 

convirtiéndolas en su alimento y su nido, siendo organismos muy importantes 

para el ecosistema en el ciclado de nutrientes (35,36,(38–41), y para los 

investigadores como fuentes de búsqueda de diversas moléculas asociadas a 

https://www.zotero.org/google-docs/?eAZ9IA
https://www.zotero.org/google-docs/?QKYW82
https://www.zotero.org/google-docs/?ALr08J
https://www.zotero.org/google-docs/?pyTcDO
https://aps.unmc.edu/
https://www.zotero.org/google-docs/?tJRkSq
https://www.zotero.org/google-docs/?IgtPwR
https://www.zotero.org/google-docs/?9ANav0
http://aps.unmc.edu/AP
https://www.zotero.org/google-docs/?Op4x7v
https://www.zotero.org/google-docs/?macfEU
https://www.zotero.org/google-docs/?gNlYzy
https://www.zotero.org/google-docs/?JGSgsq
https://www.zotero.org/google-docs/?lPpM8b
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su defensa inmune con potencial como nuevos agentes antimicrobianos (42). 

Sin embargo, para Coleóptera y la familia Scarabaeidae es poco lo que se 

conoce sobre la diversidad, dominios, estructuras y otros efectos de moléculas 

asociadas a su sistema inmune, así que son pocos los péptidos que han sido 

caracterizados en la actualidad (42,43). Por este motivo, y con el ánimo de 

identificar la diversidad y actividad de HDPs expresados en escarabajos 

coprófagos (familia Scarabaeidae), nuestro grupo de investigación (GYMOL)  

realizó un análisis transcriptómico que buscaba identificar nuevos HDPs, para 

ello se ensamblaron de novo los transcriptomas de dos especies ampliamente 

distribuidas en la región del eje cafetero, Dichotomius satanas y Onthopphagus 

curvicornis; en dichos transcriptomas se identificaron 6 nuevas cecropinas, 

dentro de las cuales, Satanin 1, 2 y Curvicina representaban secuencias 

potenciales a evaluar (42). 

 

Para el caso de los péptidos que conforman la familia de las cecropinas, se 

considera que tienen un potencial como candidatos para desarrollar nuevos 

fármacos; y se ha descrito que se caracterizan por tener estructura α-hélice, 

carga neta positiva, anfipaticidad, radios hidrofóbicos alrededor de 0,4, alta 

atracción electrostática con moléculas cargadas negativamente como LPS u 

otros lípidos aniónicos, múltiples blancos y mecanismos de acción (25,42). A 

diferencia, de los órdenes Díptera y Lepidóptera, para el Órden Coleóptera se 

conocen las siguientes 8 cecropinas: Cec Al (Acalolepta luxuriosa), 

sarcotoxina Pd (Paederus dermatitis), Cec 1 - 3 (Tribolium castaneum), de las 

cuales 3 fueron identificadas en el escarabajo coprófago Oxysternon 

conspicillatum (Oxysterlinas 1 - 3) (44–47). Con el fin de ampliar el 

conocimiento de las cecropinas de Coleópteros a nivel de características 

fisico-quimicas, estructurales y sus potenciales actividades y aplicaciones, en 

este trabajo se caracterizaron y evaluaron las cecropinas sintéticas Satanin 1, 

2 y Curvicina previamente identificadas en el transcriptoma de los escarabajos 

coprófagos del eje cafetero D. satanas y O. curvicornis.

https://www.zotero.org/google-docs/?aV9V5p
https://www.zotero.org/google-docs/?HVEHbN
https://www.zotero.org/google-docs/?dRW5of
https://www.zotero.org/google-docs/?Qup0Ek
https://www.zotero.org/google-docs/?qDQ3Xu
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2. MARCO TEÓRICO 

 

2.1. Resistencia a los antibióticos 

 

Los antibióticos son medicamentos utilizados para prevenir y tratar las 

infecciones bacterianas y han tenido un impacto enorme en el 

tratamiento de las enfermedades infecciosas y en procedimientos 

invasivos como la cirugía y la quimioterapia. Sin embargo, la 

farmacorresistencia bacteriana, amenaza con revertir este progreso, ya 

que dichas bacterias mutan en respuesta al uso de éstos fármacos para 

sobrevivir; y a su vez causan infecciones en el ser humano y en los 

animales difíciles de tratar (48). La resistencia a los antibióticos es un 

problema de salud pública que lleva a que se incrementen los costos 

médicos, se prolonguen las estancias hospitalarias, se reduzcan las 

opciones terapéuticas y se incremente el riesgo de muerte. 

Actualmente, a nivel mundial se presentan cerca de 700.000 muertes al 

año a causa de este fenómeno, y de no hacerse algo al respecto, se 

prevé que esto incremente a 10 millones de muertes para el 2050 

(49,50). 

 

La crisis de la resistencia a antibióticos ha sido atribuida a el uso 

excesivo o al uso inadecuado de los esquemas terapéuticos con estos 

medicamentos, así como también a la falta de desarrollo de nuevas 

drogas por la industria farmacéutica debido a reducidos incentivos 

económicos y a los desafiantes requisitos reglamentarios solicitados por 

los entes regulatorios (50–61). Se considera que los patógenos 

resistentes a fármacos son una amenaza para la salud humana (50). 

Estos presentan un riesgo urgente en la carga clínica y economía de 

https://www.zotero.org/google-docs/?vrgKTp
https://www.zotero.org/google-docs/?maXCuT
https://www.zotero.org/google-docs/?PTSJKH
https://www.zotero.org/google-docs/?hen48q
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pacientes, familias y el sistema de salud público (50,54,62,63).  

 

Con el fin de enfocar y guiar el desarrollo de nuevos fármacos, en el 

2017, la organización mundial de la salud (OMS) publicó una lista de 

patógenos para los que se requiere urgentemente desarrollo de nuevos 

agentes antimicrobianos; entre estos se encuentran los patógenos del 

grupo ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, 

Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas 

aeruginosa, y Enterobacter species) (64).   

 

Entre las potenciales moléculas para buscar y desarrollar nuevos 

fármacos, los AMP o HDPs son un blanco potencial, debido a sus 

diversos mecanismos de acción antimicrobiana, actividad en múltiples 

fases de la inmunidad del hospedero y la poca capacidad de las 

bacterias para generar resistencia contra ellos (65). 

 

2.2. Péptidos antimicrobianos (AMPs) o péptidos de defensa del 

hospedero (HDPs) 

 

Los AMP o HDPs son moléculas del sistema inmune innato que actúan 

como primera línea de defensa contra las infecciones patógenas y se 

ha encontrado que son producidas por un amplio rango de especies, 

desde organismos unicelulares hasta multicelulares complejos (8,9,66). 

Además, se han observado como una opción atractiva para desarrollar 

nuevos compuestos. 

 

Debido a que los organismos vivos se encuentran constantemente 

expuestos a microorganismos potencialmente patógenos, estos han 

desarrollado mecanismos que conforman el sistema inmune tanto 

https://www.zotero.org/google-docs/?pZWAga
https://www.zotero.org/google-docs/?NzCdhF
https://www.zotero.org/google-docs/?NDoQrz
https://www.zotero.org/google-docs/?YIe7s5
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innato como adaptativo. Por ejemplo, en las ninfas de los insectos, en 

los neutrófilos humanos y en la piel de las ranas, se han encontrado 

péptidos que pueden matar bacterias en cultivo; se han referido a éstos 

como péptidos catiónicos antimicrobianos, que además de la habilidad 

de matar microorganismos directamente, pueden reclutar y promover 

otros elementos de la inmunidad innata (67). La inducción de la síntesis 

de los HDPs, aunque es prevalente en insectos y ha sido 

particularmente estudiada en la mosca de la fruta Drosophila 

melanogaster; también se ha observado en vertebrados y plantas (68).   

 

A diferencia de los organismos vertebrados, los invertebrados sólo 

cuentan con el sistema inmune innato en el que se producen sustancias 

antimicrobianas en células y secreciones. Entre estas sustancias se 

destacan los péptidos antimicrobianos (PAM), que en su mayoría 

contienen menos de 200 aminoácidos y dependiendo del organismo 

están presentes de forma constitutiva o inducible en el momento de la 

infección (69). Éstas moléculas son inmunomoduladoras, y se activan 

en respuesta a lesiones sépticas, actuando directamente sobre 

microorganismos patógenos o cumpliendo diversas funciones 

biológicas relacionadas con activación de la inflamación, control de la  

inflamación, quimiotaxis, efecto antitumoral, angiogénesis, 

citotoxicidad, entre otras (24,70). 

 

Los HDPs pueden ser aniónicos, aunque la mayoría de los que se han 

descrito son catiónicos (71), estos últimos se caracterizan por tener 

carga positiva a un pH fisiológico debido a la presencia de altos 

contenidos de arginina y lisina (residuos cargados positivamente) sobre 

ácido aspártico y ácido glutámico (residuos cargados negativamente), 

esta característica puede ser reforzada por una amidación en el extremo 

C terminal. Frecuentemente estos HDPs adoptan estructuras 

https://www.zotero.org/google-docs/?Et49oq
https://www.zotero.org/google-docs/?RsRVIn
https://www.zotero.org/google-docs/?H3qYJV
https://www.zotero.org/google-docs/?iL10As
https://www.zotero.org/google-docs/?rLaojY
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anfipáticas (72) con extremos hidrofóbicos encarando otro hidrofílico, y 

se clasifican de acuerdo a su estructura secundaria como péptidos 

lineales (indolicina), alfa hélice (cecropinas, magaininas, etc), o péptidos 

con hojas beta plegadas con puentes disulfuro (defensinas); o de 

acuerdo a la composición de aminoácidos como los ricos en prolina, 

arginina o cisteínas (73). Otro grupo existente de péptidos con potente 

actividad antimicrobiana, son los sintetizados extraribosomalmente con 

modificaciones postraduccionales, que contienen aminoácidos no 

nativos y/o estructuras no peptídicas como la polimixina, dermaseptina, 

KSL (bactericida y fungicida) (74), ornitina MSI-843 (75), y péptidos 

cíclicos que contienen combinaciones de D y L aminoácidos (72).  

 

Así como se ha estudiado el papel fisiológico de los HDPs en la 

inmunidad de los seres vivos, incluyendo los insectos, también se ha 

estudiado su potencial como agentes antimicrobianos para mitigar la 

problemática de resistencia bacteriana a los fármacos convencionales 

(36,76,77), y se ha reportado que tienen un amplio espectro de actividad 

antimicrobiano siendo efectivos contra bacterias (Gram-negativas, 

Gram-positivas, y algunas cepas multidrogo-resistentes) (78–80), 

hongos (levaduras y filamentosos) (81,82), parásitos (83), virus (17) y 

células tumorales (84,85); sin embargo, los mecanismos de acción por 

los cuales los péptidos tienen múltiples funciones aún siguen siendo 

explorados, ya que se ha descrito que éstos pueden interactuar e 

insertarse en las paredes celulares aniónicas y fosfolípidos de las 

membranas de microorganismos debido principalmente a su carácter 

catiónico y anfipaticidad, además se ha observado que pueden ser 

autopromotores de captación, y/o pueden presentar una acción 

detergente y/o de poro sobre la membrana celular (86). 

 

Las propiedades biológicas de los HDPs y sus derivados sintéticos 

https://www.zotero.org/google-docs/?2dv2qv
https://www.zotero.org/google-docs/?QO0WPl
https://www.zotero.org/google-docs/?Rya5iN
https://www.zotero.org/google-docs/?IOXp9j
https://www.zotero.org/google-docs/?Re6Dh9
https://www.zotero.org/google-docs/?FzelhA
https://www.zotero.org/google-docs/?lP1Gjg
https://www.zotero.org/google-docs/?MCTUsf
https://www.zotero.org/google-docs/?gHQEcG
https://www.zotero.org/google-docs/?Vr3CMt
https://www.zotero.org/google-docs/?PWThIH
https://www.zotero.org/google-docs/?EuFst4
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sugieren que son moléculas con un potencial clínico para el tratamiento 

de las infecciones causadas por bacterias resistentes a antibióticos 

convencionales, los cuales poseen una baja probabilidad de generar 

nuevas resistencias bacterianas a corto plazo. Sin embargo, se requiere 

mayor investigación antes de llegar a futuras aplicaciones clínicas 

(65,78,87).  

 

2.3. Cecropinas o péptidos alfa hélice 

 

Las cecropinas fueron uno de los primeros HDPs identificados, y fueron 

inicialmente aislados de la polilla de seda Hyalophora cecropia (25,88). 

Análogos de la cecropinas han sido aisladas de una variedad de 

especies de insectos y también se han hallado en mamíferos. La 

mayoría de éstas moléculas son catiónicas, con estructura secundaria 

α-hélice sin modificaciones postraduccionales, que contienen de 31 a 

39 aminoácidos en su secuencia de péptido maduro, bajo peso 

molecular (<4 kDa), y anfipáticas con un dominio N-terminal hidrofílico 

y un dominio C-terminal hidrofóbico; que según observaciones es 

fundamental en su actividad antimicrobiana (25).  

 

En insectos, las cecropinas forman una de las familias más abundantes 

(77), y han mostrado un potente y amplio espectro de actividad 

antimicrobiana frente a bacterias Gram-negativas (Escherichia coli), 

Gram positivas (Staphylococcus aureus o S. epidermidis) y otros 

patógenos humanos de interés (89,90). Cabe resaltar que esta actividad 

se ha reportado principalmente frente a bacterias Gram negativas 

incluidas cepas bacterianas MDR (91). También, muestran una buena 

actividad contra protozoos como Leishmania (73), levaduras como 

Candida albicans, y parásitos como Plasmodium falciparum (92,93); y 

https://www.zotero.org/google-docs/?zhAvcF
https://www.zotero.org/google-docs/?eubykl
https://www.zotero.org/google-docs/?LTXu0a
https://www.zotero.org/google-docs/?LWymvq
https://www.zotero.org/google-docs/?U3Z5oe
https://www.zotero.org/google-docs/?lVxWN5
https://www.zotero.org/google-docs/?OBIaFq
https://www.zotero.org/google-docs/?y04CxP
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en otros campos de investigación, se han diseñado plantas 

transgénicas que expresan cecropinas para aumentar la resistencia 

contra bacterias y hongos fitopatógenos (94).  

 

Por otro lado, se ha observado toxicidad in vitro contra varias líneas de 

células tumorales (95,96) y una baja toxicidad hacia las células no 

tumorales de mamíferos (97,98). Entre otras funciones descritas, se ha 

observado actividad anti-inflamatoria en un modelo de sepsis bacteriana 

por Gram-negativos en rata, donde el tratamiento con cecropina B sola 

o en combinación con betalactámicos redujo significativamente los 

niveles plasmáticos del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) y otras 

endotoxinas, logrando disminuir la carga infecciosa y mejorando la 

sobrevida (99). 

  

El uso clínico o en investigación de estos péptidos se ha visto 

obstaculizado por la inestabilidad estructural, la degradación 

proteolítica, la toxicidad in vivo (100) y los altos costos de producción a 

gran escala comparados con los costos de las pequeñas estructuras de 

los antibióticos (36,101). Sin embargo, las cecropinas y sus análogos 

presentan ventajas de síntesis química con respecto a las demás 

familias de péptidos como opción de producción, ya que son HDPs con 

bajo peso molecular (<4 kDa) y una estructura α-hélice, la cual no 

requiere modificaciones post-traduccionales (101). 

 

Finalmente, cabe resaltar que dentro del orden Coleóptera, aunque se 

han descrito y caracterizado 19 HDPs a partir de 13 especies de 

escarabajos coprófagos (Scarabeideae), la mayoría pertenecen al 

grupo de las coleoptericinas y defensinas y únicamente se han descrito 

8 cecropinas en las especies T. castaneum, A. luxuriosa, P. dermatitis 

y O. conspicillatum (45,46,76,102,103). 

https://www.zotero.org/google-docs/?eXlGm2
https://www.zotero.org/google-docs/?WJ1nWy
https://www.zotero.org/google-docs/?hQ1zio
https://www.zotero.org/google-docs/?xbVDHY
https://www.zotero.org/google-docs/?83PIAj
https://www.zotero.org/google-docs/?7fQnX9
https://www.zotero.org/google-docs/?VpwfXM
https://www.zotero.org/google-docs/?bV4L24
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2.4. Escarabajos coprófagos  

 

Los insectos y los escarabajos son uno de los grupos de animales con 

mayor diversidad, ya que comprenden más del 50% de especies de 

animales conocidos y 1 de cada 4 tipos de animales es un escarabajo. 

La diversidad de los escarabajos está probablemente relacionada con 

un conjunto de características que les ha permitido adaptarse para 

habitar espacios reducidos y ocultos (por ejemplo, bajo tierra), 

conservando la capacidad de volar y a su vez a aprovechar cualquier 

recurso como fuente de alimento (33). 

 

La familia Scarabaeidae es la más grande del orden, con 28000 

especies, y está clasificada dentro de un sistema de subfamilias; donde 

una de las más famosas es Scarabaeinae, la de los escarabajos 

coprófagos. La denominación del grupo se debe a que el ciclo de vida 

de la mayoría de las especies depende del excremento de vertebrados, 

principalmente mamíferos (104). En este sentido, los escarabajos 

coprófagos presentan notables adaptaciones morfológicas (104,105); 

por ejemplo, los adultos tienen piezas bucales especializadas, con un 

labrum rugoso y mandíbulas reducidas para alimentarse de fluidos (33). 

 

Además, la coprofagia en Scarabaeinae se origina a partir de hábitos 

alimenticios basados en el consumo de humus y sustratos acuosos 

ricos en microorganismos (105). El cambio de sapofragia a coprofagia 

es considerado como uno de los eventos más importantes en la 

evolución de los escarabajos estercoleros, la cual se dio a principios de 

la era Cenozoica o Terciaria (menos de 145 millones de años) (104). 

 

https://www.zotero.org/google-docs/?1HKad1
https://www.zotero.org/google-docs/?fnfslZ
https://www.zotero.org/google-docs/?Cz66ut
https://www.zotero.org/google-docs/?yIHQNA
https://www.zotero.org/google-docs/?Hr72Rd
https://www.zotero.org/google-docs/?9O5Lc5
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Los escarabajos coprófagos son ubicuos, y pueden vivir tanto en 

bosques tropicales como en desiertos, pero ellos son muy diversos en 

praderas donde la fauna de ungulados es diversa, como ocurre 

particularmente en África. Sin embargo, en donde ellos se encuentren 

la competencia por estiércol fresco es feroz, y los escarabajos 

coprófagos son unos de los primeros insectos en llegar, a veces son 

miles (106). La competencia por estiércol fresco es tan intensa aquí que 

algunas especies de Onthophagus, han evolucionado a tarsos 

prensiles, que son usados para aferrarse al pelo alrededor del ano de 

los ualabíes (33). 

 

Ecológicamente son un grupo indicador de perturbación antrópica (107), 

ya que juegan un papel importante en la fertilidad y aireación de los 

suelos, lo que en consecuencia lleva a la proliferación de bacterias 

responsables de la mineralización de materia orgánica en el suelo (108), 

su actividad se ha asociado a la dispersión de semillas (108,109), por 

lo tanto estudios relacionados con cambios en la estructura de sus 

comunidades neotropicales, reflejan el estado de perturbación de los 

ecosistemas (38). Esta característica ha sido aprovechada durante los 

últimos 25 años en Colombia para evaluar el impacto de la actividad 

humana sobre regiones de alta prioridad para la conservación y manejo 

de la diversidad biológica. 

 

El género Onthophagus incluye especies pequeñas y medianas (4 – 12 

mm), con distribución mundial y cosmopolita con especies de bosque y 

hábitats abiertos (cultivos y potreros), en Colombia se pueden encontrar 

en regiones del eje cafetero. Las especies están estrechamente 

asociadas al excremento de ganado vacuno y, sin embargo, algunas 

especies pueden usar otros sustratos como frutos y hongos en 

descomposición; para el caso de O. curvicornis se ha descrito que es 

https://www.zotero.org/google-docs/?CL7Tf9
https://www.zotero.org/google-docs/?WhwH6J
https://www.zotero.org/google-docs/?YwOBfs
https://www.zotero.org/google-docs/?KxXcFO
https://www.zotero.org/google-docs/?wRGtNW
https://www.zotero.org/google-docs/?7GO7lC
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una especie muy abundante, registrada al interior de fragmentos de 

bosque, plantaciones forestales, potreros, cafetales de sol y cultivos de 

caña. Por otro lado, los escarabajos del género Dichotomius tienen un 

tamaño de 10 a 35 mm, su cuerpo es robusto, son negros, opacos o 

lustrosos; las especies como Dichotomius satanas se encuentran dentro 

de las más comunes de este género y su hábitat se distribuye en interior 

del bosque continuo, pero más abundante en parches de bosque y en 

bosques de cañadas; también se ha encontrado en plantaciones 

forestales de eucalipto, cafetales de sol, potreros y ocasionalmente en 

cultivos de caña; es de actividad nocturna y se ha asociado a 

excremento humano (38).  

 

2.4.1. Inmunidad de escarabajos coprófagos 

 

La mayoría de estudios realizados en escarabajos coprófagos, se han 

enfocado en el conocimiento sobre su importancia ecológica y las 

adaptaciones corporales que los han llevado a sobrevivir en ambientes 

hostiles, y no con respecto a su sistema inmune y/o moléculas 

asociadas; sin embargo, el sistema inmune de los escarabajos 

coprófagos es comparable al de otros insectos estudiados como el de 

D. melanogaster, el cual está conformado por una respuesta innata con 

componentes humorales y celulares; entendiendo como defensas 

humorales, las moléculas efectoras solubles, tales como los HDPs, 

proteínas similares al complemento y productos generados por 

cascadas proteolíticas complejas, como la vía de la fenoloxidasa (PO)  

(110–113). Mientras que las defensas celulares son fagocitosis, 

encapsulación, y coagulación la cual está directamente mediada por los 

hemocitos (114–117). 

 

https://www.zotero.org/google-docs/?xNC9B8
https://www.zotero.org/google-docs/?LxqjAm
https://www.zotero.org/google-docs/?VJDHKq
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Entre otros hallazgos de inmunidad de invertebrados, incluyendo 

insectos, se conoce que pueden producir respuestas inmunes con 

memoria, inespecíficas o específicas (118,119). Tienen una respuesta 

inmune innata “adaptativa” llamada “cebado inmunológico” (120) y 

pueden transferir inmunidad a su descendencia a través de una 

respuesta llamada “cebado inmunológico transgeneracional” (118,121). 

 

La mayoría de estudios relacionados con el sistema inmune de insectos 

y específicamente con respecto a HDPs está enfocado a Lepidóptera y 

Díptera (76), con pocos datos disponibles para Coleóptera. Sin 

embargo, los insectos y específicamente los escarabajos coprófagos 

representan una fuente importante de HDPs debido a que son 

altamente diversos, se han adaptado a sobrevivir en ambientes hostiles 

y rodeados de microorganismos potencialmente patógenos, y su 

capacidad de responder ante infecciones está basada principalmente 

en inmunidad innata. Sin embargo, la exploración de su sistema 

inmunológico y moléculas asociadas, ha sido poco estudiada. Para el 

caso de los HDPs, en insectos se han caracterizado 310 de los 3160 

reportados en la base de datos APD (APD; http://aps.unmc.edu/AP) 

(32), y de este número, sólo 19 se han identificado y caracterizado de 

escarabajos coprófagos, dando como resultado péptidos que 

pertenecen en su mayoría al grupo de las coleoptericinas y defensinas 

y únicamente se han descrito 8 cecropinas en las  especies T. 

castaneum, A. luxuriosa, P. dermatitis y O. conspicillatum (76). 

 

 

 

 

https://www.zotero.org/google-docs/?5MiTW4
https://www.zotero.org/google-docs/?HJIHjJ
https://www.zotero.org/google-docs/?DDjOa9
https://www.zotero.org/google-docs/?skMbA9
http://aps.unmc.edu/AP
https://www.zotero.org/google-docs/?tQeFe5
https://www.zotero.org/google-docs/?lP6ehK
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2.5. Desventajas o limitaciones de los HDPs 

 

Las limitaciones de los HDPs, están ligadas a un alto costo de síntesis, 

baja actividad in vivo, baja toxicidad y difícil biodisponibilidad, que se 

requiere abordar con estrategias que sobrepasen éstas limitaciones y 

que permitan desarrollar nuevos HDPs con fines terapéuticos. El costo 

de la síntesis química puede ser minimizado por disminución del tamaño 

de los HDPs a través de nuevos diseños (122) o emplear producción 

recombinante a gran escala (123). 

Por otro lado, la degradación proteolítica posiblemente, es la mayor 

causa de la corta vida media que tienen los HDPs in vivo, y se han 

implementado estrategias de estabilidad de HDPs como son? péptidos 

cíclicos (124), introducción de puentes disulfuro y enlaces covalentes 

entre las cadenas laterales (125–127). Aproximaciones alternativas 

para minimizar el clivaje proteolítico, incluyen producción de HDPs 

sintéticos con D-aminoácidos (128), y otros aminoácidos no naturales 

(129). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.zotero.org/google-docs/?QrmQ2S
https://www.zotero.org/google-docs/?PN0riD
https://www.zotero.org/google-docs/?y6t2iw
https://www.zotero.org/google-docs/?aNsBSP
https://www.zotero.org/google-docs/?HZqRBj
https://www.zotero.org/google-docs/?uWlXzA


15 
 

3. OBJETIVOS 

 

3.1. OBJETIVO GENERAL 

 

Caracterizar y determinar las actividades de las cecropinas sintéticas, Satanin 

1, 2 y Curvicina identificadas en D. satanas y O. curvicornis. 

 

 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

⚫ Describir las características fisicoquímicas y estructurales de Satanin 1, 

2 y Curvicina. 

 

⚫ Determinar la actividad antimicrobiana in vitro de Satanin 1, 2 y 

Curvicina frente a microorganismos de importancia en salud (ESKAPE 

y Mycobacterium tuberculosis). 

 

⚫ Determinar la actividad citotóxica in vitro de Satanin 1, 2 y Curvicina 

frente a células no tumorales y tumorales. 

 

⚫ Evaluar el efecto de los péptidos Satanin 1, 2 y Curvicina sobre la 

producción de TNF alfa en PBMCs estimulados con LPS. 

 

 

 



16 
 

4. METODOLOGÍA 

La metodología general de este trabajo se resume en la descripción de las 

características fisicoquímicas y estructurales de Satanin 1, 2 y Curvicina 

utilizando las herramientas bioinformáticas descritas en el apartado 4.1; las 

cuales a nivel de estructura se pudieron contrastar con análisis de dicroísmo 

circular para complementar información sobre la composición mayoritaria de 

los péptidos. Posteriormente, se evaluaron algunas actividades biológicas de 

los péptidos sintéticos: como actividad antimicrobiana, citotóxica, y anti-

endotoxina, descritas en los apartados 4.3 a 4.9 y en el esquema metodológico 

de la Figura 1. 

 

Figura 1. Esquema general de la metodología  
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4.1. Análisis in silico de propiedades fisicoquímicas y estructurales de los 

péptidos 

El análisis de las propiedades fisicoquímicas de Satanin 1, 2 y Curvicina, se 

realizó con las siguientes herramientas bioinformáticas: a) para calcular peso 

molecular, punto isoeléctrico, y longitud de aminoácidos se utilizó 

PROTPARAM (https://web.expasy.org/cgi-bin/protparam/protparam) (130); b) 

para calcular la carga neta y el momento hidrofóbico se utilizaron APD3 

(http://aps.unmc.edu/AP/prediction/prediction_main.php) y 3D-HM 

(http://www.ibg.kit.edu/HM/?page=index), respectivamente (131); c) la 

hidrofobicidad media, los momentos hidrofóbicos helicoidales medios y los 

diagramas netos fueron calculados usando el servidor web Heliquest 

(https://heliquest.ipmc.cnrs.fr/) o NetWheels 

(https://github.com/molx/NetWheels) (132,133); d) para la predicción de las 

estructuras secundarias y terciarias, se utilizaron PSIPRED 

(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) (134), JPRED 

(http://www.compbio.dundee.ac.uk/jpred/) (135), y Alphafold2 

(https://colab.research.google.com/github/sokrypton/ColabFold/blob/main/Alp

haFold2.ipynb) (136,137); éstas estructuras fueron visualizadas en CHIMERA 

(https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/) (138); y finalmente, para el análisis de 

homologías de secuencias entre péptidos alfa hélice de la familia de las 

cecropinas, se realizaron alineamientos y dendrogramas con el programa 

Quiagen CLC Main Workbench 7.9.1. 

https://web.expasy.org/cgi-bin/protparam/protparam
https://www.zotero.org/google-docs/?3cZS7S
http://aps.unmc.edu/AP/prediction/prediction_main.php
http://www.ibg.kit.edu/HM/?page=index
https://www.zotero.org/google-docs/?n76Lf8
https://heliquest.ipmc.cnrs.fr/
https://github.com/molx/NetWheels
https://www.zotero.org/google-docs/?4u4pEm
http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/
https://www.zotero.org/google-docs/?rbv1nP
http://www.compbio.dundee.ac.uk/jpred/
https://www.zotero.org/google-docs/?pLSQBm
https://colab.research.google.com/github/sokrypton/ColabFold/blob/main/AlphaFold2.ipynb
https://colab.research.google.com/github/sokrypton/ColabFold/blob/main/AlphaFold2.ipynb
https://www.zotero.org/google-docs/?QV5DH9
https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/
https://www.zotero.org/google-docs/?GBWvvt
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4.2. Síntesis química y análisis in vitro de estructura secundaria de 

Satanin 1, 2 y Curvicina. 

 

4.2.1. Síntesis química 

La síntesis química de los péptidos Satanin 1, 2 y Curvicina, fue solicitada 

como servicio técnico al laboratorio del grupo de investigación en Proteómica 

y Química de Proteínas de la Universidad Pompeu Fabra (Barcelona – 

España), allí se elongó la cadena de cada uno de los péptidos desde el 

extremo C-terminal al N-terminal, se usaron los protocolos del grupo protector 

9-fluorenilmetiloxicarbonilo (Fmoc) y la resina H-Rink-amide ChemMatrix, en 

fase sólida (SPPS) a una escala de 0,1 nmol en el sintetizador Prelude Peptide 

Synthesizer (Protein Technologies, Inc, Tucson, AZ). Los péptidos fueron 

analizados por RP-HPLC (del inglés Reverse Phase - High pressure liquid 

chromatography) en una columna preparativa Luna C18, 100Å (250 mm × 21.2 

mm, 10 μm; H17-218793) y por LC − MS (Liquid chromatography - Mass 

spectrometry) usando una columna XBridge C18 (4,6 mm × 150 mm, 3,5 μm, 

Waters, Cerdanyola del Vallès, España) y el equipo LC − MS 2010EV 

(Shimadzu). 

4.2.2. Dicroísmo circular 

Con el fin de determinar la estructura conformacional de los péptidos Satanin 

1, 2 y Curvicina y estimar el porcentaje del contenido α-hélice, se realizó la 

prueba de dicroísmo circular (CD) en colaboración con la Fundación Instituto 

de Inmunología de Colombia (FIDIC). Los péptidos fueron preparados a una 

concentración de 100 μM en una solución acuosa al 30% de Tetrafluoroetileno 

(TFE). El espectro de dicroísmo circular fue medido en una celda de cuarzo 

con longitud de 1 cm en el espectrofotómetro Jasco J-810. El espectro de 



19 
 

dicroísmo circular, resultó del promedio de 4 escaneos obtenidos en intervalos 

de 0,2 nm desde 190 a 260 nm a temperatura ambiente  (139). El porcentaje 

α-hélice fue determinado de los valores de la media de elipticidad a 222 nm 

[θ]222 (deg cm2 dmo- 1), corregido por número de residuos usando la 

ecuación de Baldwin modificada por Fairlie (140,141), dónde el porcentaje de 

helipticidad se calculó como [θ]222/ [θ] max, donde [θ] max=[(-44000 + 250 T) 

(1 - k/n)]; dónde T=25°C, k=4 es la corrección de longitud finita usada para 

péptidos no bloqueados), y n= al número de residuos. Los cálculos de 

elipticidad fueron realizados con los programas de CONTIN-LL y SELCON3 

usando la base de datos 4,7 y SP175 accequible en DichroWeb 

(http://dichroweb.cryst.bbk.ac.uk/html/home.shtml)  (142). 

4.3. Evaluación de la actividad antimicrobiana de Satanin 1, 2 y Curvicina 

La actividad antimicrobiana de los péptidos en mención fue evaluada frente a 

bacterias Gram-positivas, Gram-negativas y Mycobacterium tuberculosis, 

realizando ensayos de microdilución en placa siguiendo el método clásico de 

National Committee of Laboratory Safety and Standards (NCLSS) (143), 

modificado con respecto a la lectura de la placa, ya que en lugar de leer la 

densidad óptica del crecimiento de los microorganismos, se cuantificó la 

fluorescencia de la resazurina reducida a resorufin, por los microorganismos 

metabólicamente activos (144–146).  

Para calcular la concentración mínima inhibitoria (MIC) de Satanin 1, 2 y 

Curvicina frente a las cepas evaluadas, el valor de la MIC fue definido como la 

concentración mínima del péptido a la cual el crecimiento bacteriano fue 

inhibido completamente, después de un periodo de incubación de 24 horas a 

37°C. 

https://www.zotero.org/google-docs/?HBHiKB
https://www.zotero.org/google-docs/?GeZKBA
http://dichroweb.cryst.bbk.ac.uk/html/home.shtml
https://www.zotero.org/google-docs/?Tq2fDV
https://www.zotero.org/google-docs/?3DrHkK
https://www.zotero.org/google-docs/?2jexZz
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4.3.1. Evaluación de actividad antimicrobiana de Satanin 1, 2 y Curvicina 

frente a bacterias Gram-positivas, Gram-negativas y Candida. 

Para calcular la MIC de Satanin 1, 2 y Curvicina frente a las cepas de E. coli 

ATCC® 25922, P. aeruginosa ATCC® 105663, K. pneumoniae ATCC® BAA 

170513, S. aureus ATCC® 29213, E. faecalis ATCC® 29212; y la levadura C. 

parapsilosis ATCC® 22019; se realizaron ensayos de microdilución 

modificados, como se describe previamente en la literatura (145), donde los 

microorganismos fueron inoculados en medio líquido Mueller Hinton (MH) (Ref 

02-136-500, Scharlau), e incubados en agitación (250 rpm) durante toda la 

noche a 37°C, al día siguiente se refrescaron los inóculos y se ajustaron las 

absorbancias por espectrofotometría en un volumen de 100 μL usando el 

espectrofotómetro EPOCH (Biotek), a una densidad óptica de 0,1 medida a 

570 nm, lo cual es equivalente a 3-5 x 108 UFC/mL. El inóculo fue ajustado a 

3-5x105 UFC/mL en una dilución final de 1:1000 en MH; luego se mezcló con 

los péptidos por triplicado en una placa de 96 pozos, en cada pozo se 

adicionaron 45 μL de inóculo y 5 μL de cada uno de los péptidos; éstos se 

evaluaron en un rango de 10 diluciones seriadas de 100 a 0,19 μg/mL 

(concentraciones finales). El ensayo fue incubado a 37°C por un periodo de 16 

a 18 horas; pasado este tiempo se agregó el colorante resazurina (Acros 

Organics 418900050, Geel, Belgium) a 44 μM como indicador redox de 

metabolismo celular e incubó durante 2 horas a 37°C; el resorufin reducido por 

las células metabólicamente activas fue cuantificado midiendo su 

fluorescencia a una longitud de onda de 565/10 nm (excitación) y 600/40 nm 

(emisión) en el fluorómetro Synergy HTX (Biotek). 

Para calcular la concentración mínima inhibitoria (CMI) de los péptidos, con 

respecto a la actividad metabólica de los microorganismos, se seleccionó la 

concentración en la cual no se evidenció señal de fluorescencia de resorufina. 

El valor promedio de las unidades relativas de fluorescencia (URF) de los 

blancos (controles con medio MH sin bacterias) fue extraído de cada uno de 

https://www.zotero.org/google-docs/?ujQgzB
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los pozos del ensayo, con el fin de normalizar los datos. 

4.3.2. Evaluación de la actividad antimicrobiana de Satanin 1, 2 y 

Curvicina frente a M. tuberculosis H37Rv (ATCC 25618) y cepas 

Multidrogorresistentes (MDR) de aislados clínicos. 

El ensayo colorimétrico de microtitulación con resazurina (REMA del inglés 

Resazurin microtiter assay) fue realizado en placas de 96 pozos para 

determinar la susceptibilidad de M. tuberculosis H37Rv ATCC 25618 y 

aislados clínicos MDR frente a los péptidos Satanin 1, 2 y Curvicina, como lo 

describe Rodríguez et al., 2019 (147). Brevemente, en este experimento, 

ambas cepas de M. tuberculosis se cultivaron en medio 7H9 con 10% de 

OADC (ácido oleico, albúmina, dextrosa, y catalasa; Becton-Dickinson, 

Sparks, Maryland) (BD, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ), donde los 

inóculos para el ensayo fueron ajustados a 1 en la escala de Mcfarland (OD 

de 0,76 a 600 nm) en medio de cultivo 7H9-OADC a partir de un cultivo 

bacteriano de 14 días en fase logarítmica, y diluidos en proporción 1:20 

(inóculo bacteriano de trabajo); los antibióticos empleados como control de 

inhibición de crecimiento micobacteriano fueron: etambutol, isoniazida, 

estreptomicina y rifampicina a concentración final de 32, 8, 1, y 2 μg/mL, 

respectivamente; y los péptidos evaluados, Satanin 1, 2 y Curvicina fueron 

preparados en medio de cultivo 7H9/OADC haciendo 6 diluciones seriadas a 

concentraciones finales en un rango de 100 a 3,125 μg/mL (tratamientos); los 

péptidos y los antibióticos fueron diluidos en medio de cultivo 7H9-OADC. El 

ensayo se incubó durante 6 días a 37°C en una placa de 96 pozos con 100 μL 

de inóculo y 100 μL de péptidos de cada una de las concentraciones (200 μL 

volumen final). La concentración mínima inhibitoria (CMI) de cada uno de los 

péptidos frente a las cepas de M. tuberculosis, fue definida como la 

concentración más baja del péptido que previene la reducción de la resazurina 

a resorufin por cambio de coloración de azul a rojo, después de agregar 

resazurina a una concentración final de 44 μM (20 μl) e incubar durante 24 

https://www.zotero.org/google-docs/?BGjoll
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horas a 37°C. 

 

4.3.3. Evaluación de actividad antimicrobiana de Satanin 1, 2 y Curvicina 

frente a M. tuberculosis H37Rv intracelular en células THP-1 y A549 

infectadas.  

Para evaluar el efecto antimicrobiano de los péptidos en un modelo in vitro de 

células infectadas con micobacterias, se cultivaron las líneas celulares: 

carcinoma de pulmón A549 (ATCC® CCL 185) y leucemia monocítica aguda 

THP-1 (ATCC® TIB-202) diferenciadas a macrofagos con Phorbol 12-

myristate 13-acetate (PMA) a 10 µM (20 ng/mL) (Sigma-Aldrich, Missouri, 

USA) durante 24 horas; las células A549 se cultivaron en medio RPMI 1640 

libre de antibióticos (Gibco BRL, Grand Island, NY) suplementado con suero 

fetal bovino (SFB) al 10% (Gibco BRL, Grand Island, NY) y las THP-1 en medio 

de cultivo RPMI 1640 suplementado con SFB al 10%, L-glutamina a 2 mM y 

antibióticos, ambas líneas celulares se mantuvieron en una atmósfera a 37°C 

con 5% de CO2. Los inóculos de M. tuberculosis H37Rv (Mtb H37Rv ATCC® 

25618) se obtuvieron a partir de un cultivo en fase logarítmica a una 

concentración de 1 x 107 células/mL, crecido a 37°C con una atmósfera de 5% 

de CO2 en frascos de cultivo de 25 cm2 en medio líquido Middlebrook 7H9 

(Difco, Detroit, MI, USA) suplementado con glicerol al 0,2 %, ácido oleico, 

albúmina, dextrosa y catalasa al 10 % (OADC enrichment media, BBL, Becton 

Dickinson) (148).  

Para la infección celular in vitro, las células THP-1 y A549 fueron sembradas 

en microplacas de 96 pozos a una concentración de 1 x 105 células/pozo en 

medio RPMI 1640 libre de antibióticos con 1% de SFB e incubadas durante 48 

horas; el inóculo de micobacterias (1 x 107 células/mL), fue agregado a una 

multiplicidad de la infección (del inglés Multiplicity of Infection: MOI) de 5:1 

(proporción bacteria : célula) por pozo para incubar en una atmósfera a 37°C 

https://www.zotero.org/google-docs/?3fSJGZ
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con 5% de CO2 durante 2 horas; para eliminar las bacterias extracelulares se 

hicieron lavados con RPMI 1640. Los tratamientos de los péptidos Satanin 1, 

2 y Curvicina fueron realizados por triplicado a las concentraciones finales de 

25, 12,5 y 6,25 µg/, e incubados durante 24 horas a 37°C con CO2 al 5%. Como 

controles de inhibición de crecimiento de Mtb, se agregaron los antibióticos 

penicilina/estreptomicina y rifampicina. Posterior a los tratamientos con 

péptidos e infección con micobacterias, las células fueron lisadas durante 10 

minutos con SDS al 0,1% para evaluar el crecimiento de UFCs de 

micobacterias, la reacción fue parada con BSA (del inglés “Bovine Serum 

Albumin) al 20%. Se realizaron 4 diluciones seriadas (1:10) del lisado celular, 

que se cultivaron en placas (10 µl en cada pozo) con agar Middlebrook 7H10 

(Difco, Detroit, MI, USA) suplementado con OADC (Beckton Dickinson, MD, 

USA). Las placas fueron cultivadas a 37°C con CO2 al 5% durante 21 días y 

luego las UFCs fueron contadas. 

 

4.4. Obtención de PBMCs humanos  

Para evaluar la citotoxicidad de los péptidos y su efecto en la producción de 

TNF-α frente a PBMCs humanos, fue necesario realizar extracción y cultivo de 

estas células (149). Brevemente, se extrajeron 4 mL de sangre de venas 

periféricas de un voluntario humano sano, mediante punción con vacutainer 

con EDTA a 2 mM, luego la sangre fue diluida 1:1 en solución A [NaCl a 0,85% 

(p/v), Hepes a 10 mM-NaOH a pH 7,4], posteriormente se agregaron 6 mL de 

sangre diluida sobre 3 mL de una barrera de densidad de 1,077 g/mL (iodixanol 

13,63% en solution A) en un tubo cónico de 15 mL, esta mezcla fue 

centrifugada a 700 x g durante 20 minutos a temperatura ambiente; la interfase 

que contenía los PBMCs fue extraída y diluida 1:1 con solución A y 

centrifugada a 150 x g durante 10 minutos, el precipitado de las células fue 

resuspendido en medio de cultivo celular RPMI 1640 con antibiótico-

https://www.zotero.org/google-docs/?8WJfvs
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antimicótico al 1 X (10,000 unidades/mL penicilina-estreptomicina y 2.5 μg/mL 

de anfotericina B) (150). 

 

4.5. Evaluación de actividad citotóxica de Satanin 1, 2 y Curvicina frente 

a células no tumorales y tumorales. 

La actividad citotóxica de los péptidos fue evaluada utilizando el ensayo de 

microdilución en placa modificado (144), en donde se utiliza como indicador de 

metabolismo celular la resazurina. Este ensayo se realizó frente a las líneas 

celulares no tumorales de riñón de mono verde africano (VERO ATCC®CCL-

81™), queratinocitos inmortales aneuploides de piel humana adulta (HaCaT 

ATCC PCS200011) y células mononucleares humanas de sangre periférica 

(PBMCs). También se realizó frente a las líneas tumorales de adenocarcinoma 

colorrectal de epitelio humano heterogéneo (Caco2 ATCC® HTB-37), células 

derivadas de tumor de leucemia monocítica aguda (THP-1 ATCC® TIB-202), 

y adenocarcinoma epitelial de glándula mamaria (MCF7 ATCC® HTB22). 

Brevemente, en una atmósfera de 37°C y 5% de CO2 se cultivaron las células 

en microplacas de 96 pozos (Cellstar, Greiner Bio-One, cat-No. 655180), 

durante 18 a 24 horas, a una confluencia del 80%, el número de células por 

pozo y los medios de cultivo utilizados para cada línea celular se especifican 

en la Tabla 1. Posteriormente, se adicionaron por triplicado los péptidos 

Satanin 1, 2 y Curvicina, preparados en diluciones seriadas a las 

concentraciones de 3,9; 7,8; 15,6; 31,25; 62,5; 125; 250; y 500 μg/mL; éstos 

tratamientos se dejaron incubando durante 24 horas a 37°C y 5% de CO2. 

Finalmente, para visualizar el efecto de los péptidos en el metabolismo celular, 

se utilizó el fluorómetro SYNERGY HTX (Biotek) a una longitud de onda de 

565/10 nm (excitación) y 600/40 nm (emisión); para cuantificar las URFs del 

resorufin obtenido a partir de la resazurina a 44 μM reducida durante 2 horas, 

en cada uno de los pozos. 

https://www.zotero.org/google-docs/?yMzVJ3
https://www.zotero.org/google-docs/?Rk6BXw
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4.6. Controles de citotoxicidad de Satanin 1, 2 y Curvicina en líneas de 

células tumorales y no tumorales. 

Los controles utilizados para los ensayos de citotoxicidad de los péptidos 

frente a las líneas no tumorales y tumorales, consisten en cuantificar la 

actividad metabólica, a través de la fluorescencia del resorufin obtenido a partir 

de la resazurina en células 100% activas, lo cual fue equivalente a células 

incubadas con medio de cultivo (CC) y en células con 0% de actividad 

metabólica, equivalente a células tratadas con tritón a una concentración final 

de 0,05% (CT). 

Tabla 1. Medios de cultivo y cantidad de células utilizadas en ensayos de 
citotoxicidad. Células no tumorales: PBMCs humanos, HaCaT ATCC 
PCS200011, VERO ATCC®CCL-81™; y células tumorales: CaCo2 ATCC® 
HTB-37, MCF7 ATCC® HTB22 y THP-1 ATCC® TIB-202. 

 

Reactivos 
cultivo celular 

PBMCs 
humanos 

HaCaT 
ATCC 

PCS200011 

VERO 
ATCC®CCL-

81™ 

CaCo2 
ATCC® 
HTB-37 

MCF7 
ATCC® 
HTB22 

THP-1 
ATCC® 
TIB-202 

Células por pozo 
evaluadas en 
cada ensayo 

250000 25000 20000 25000 25000 30000 

Medio RPMI 
1640 

(11875-
093 

Gibco) 

Dulbecco’s modified Eagle 
medium (DMEM) (Life 

Technologies 12100–046, 
New York, USA) 

Medio esencial mínimo 
(MEM) (ref 4150-034 

GIBCO) 

RPMI 1640 
(11875-093 

Gibco) 

Suero fetal 
Bovino 

(CVFSVF00-01, 
Eurobio, Les Ulis, 

France) 

- 20% 10% 20% 20% 10% 

Bicarbonato de 
sodio  (ref S8761, 

SIGMA)  

- 0,37% 0,37% 0,15% 0,15% - 
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Penicilina-
estreptomicina 
(ref 15240-062 

GIBCO) 

 
10,000 unidades/mL de penicilina-estreptomicina y 2,5 μg/mL de anfotericina B 

Glutamina 
(GLL01, caisson 

labs) 

- 2 mM 2 mM 2 mM 2 mM 2 mM 

Piruvato de sodio 
(CSTVAT00-0U, 

Eurobio) 

- 1 mM 1 mM 1 mM 1 mM - 

Insulina (12585-
014 GIBCO) 

- - - - 10 μg/mL - 

β-Mercaptoetanol 
(M7154, SIGMA) 

- - - - - 0,05 mM 

Dextrosa (USP 
baxter) 

- - - - - 2,5 g/L 
 

 

4.7. Análisis de los datos de Unidades Relativas de Fluorescencia (URFs) 

en los ensayos de citotoxicidad 

Los valores de unidades relativas de fluorescencia (URFs) en los ensayos con 

células VERO, HaCaT, PBMCs humanos, CaCo2, MCF7 y THP-1, fueron 

usados para calcular la actividad metabólica celular con la siguiente fórmula: 

% de actividad metabólica = X*100/CC; donde X corresponde a las URFs de 

cada pozo, 100 es el 100% de actividad metabólica y CC corresponde a las 

URFs de las células sin tratamiento o control positivo de actividad metabólica. 

Para este ensayo se espera que el promedio de las URFs del control CC 

correspondan al 100% de actividad metabólica y las URFs del CT a 0%. Las 

concentraciones tóxicas mínimas fueron definidas como la concentración del 

péptido mínima a la que no se observa metabolismo celular, la cual fue definida 

con un ANOVA de una sola vía, y test de comparaciones múltiples de Dunnett’s 

(Dunnett’s multiple comparisons test, p-value < 0.05), comparando la media de 

cada tratamiento con el control de células sin tratamiento (CC); mientras que 
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la concentración a la que se inhibe el 50% de metabolismo celular IC50), fue 

calculada con una curva dosis respuesta, según como se indica en el ítem 4.7. 

 

4.8. Evaluación de la actividad hemolítica de Satanin 1, 2 y Curvicina  

Para evaluar la actividad hemolítica de los péptidos, los eritrocitos humanos 

se obtuvieron a partir de 4 mL de sangre con EDTA (ácido 

etilendiaminotetraacético) al 1 mM (anticoagulante) (Sigma-Aldrich. E6758. 

USA), se centrifugaron a 800 x g por 10 minutos a temperatura ambiente, para 

obtener células precipitadas. Los eritrocitos fueron lavados tres veces con PBS 

1X (NaCl 140 mM, KCl 2,7 mM, NaHPO4 10,1 mM, KH2PO4 1,8 mM, pH 7,4) y 

diluidos en PBS 1X a una proporción 1:250; la suspensión de células fue 

agregada a microplacas de 96 pozos (referencia NOR-701001, NEST) y se 

dejó estabilizar durante 12 horas a 37°C y 5% CO2. Posteriormente, se realizó 

un ensayo de microdilución en placa modificado (151), en donde se montaron 

controles de hemólisis negativos y positivos, que consistían en células no 

tratadas o incubadas con PBS 1X (CC) y células tratadas con tritón X-100 (CT) 

a una concentración final de 0,05%. La suspensión de eritrocitos obtenida 

como se describió previamente fue agregada a microplacas de 96 pozos en 

una proporción 1:10 frente a los péptidos e incubada durante 2 horas a 37°C 

y 5% CO2; luego, la microplaca fue centrifugada a 800 x g durante 15 minutos 

y la hemoglobina liberada fue cuantificada por la absorbancia de los 

sobrenadantes a 540 nm en el espectrofotómetro EPOCH (Biotek). 

Las absorbancias obtenidas fueron usadas para calcular el porcentaje de 

hemólisis de los péptidos con la siguiente fórmula: % de hemólisis = ((X-

CC)*100/(CT-CC)); donde X es igual a los valores de absorbancia de cada uno 

de los pozos, CC corresponde a los valores de absorbancia de los controles 

negativos de hemólisis, 100 corresponde al 100% de hemólisis y CT 

corresponde a la absorbancia del control positivo de hemólisis. 

https://www.zotero.org/google-docs/?JYvHTh
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4.9. Cálculos de concentración inhibitoria 50 (IC50) e índice terapéutico 

(IT) de Satanin 1, 2 y Curvicina.  

Para calcular la concentración inhibitoria del 50% (IC50) de los péptidos frente 

a la actividad metabólica de las células se hicieron curvas sigmoidales de dosis 

respuesta con el software del paquete estadístico GraphPad Prism 7; y para 

hallar el índice terapéutico (IT), se cuantificó un radio entre los IC50 de PBMCs, 

eritrocitos humanos, líneas celulares VERO (ATCC® CCL-81) y HaCaT 

(ATCC® HB-241), y la concentración inhibitoria mínima (CMI) del crecimiento 

de E. coli (ATCC® 25922), P. aeruginosa (ATCC 105663), K. pneumoniae 

(ATCC BAA 170513), S. aureus (ATCC 29213), E. faecalis (ATCC 29212), C. 

parapsilosis (ATCC 22019); dónde IT = IC50 / CMI (152). 

4.10. Producción de TNF-α en PBMCs humanos estimulados con LPS y 

Satanin 1, 2 y Curvicina.  

 

El ensayo para evaluar la producción de TNF-α en células mononucleares de 

sangre periférica (PBMCs) humanas, estimuladas con los péptidos Satanin 1, 

2 y Curvicina, fue realizado como se describió previamente en la literatura 

(153,154). Brevemente, se obtuvieron, cultivaron y dejaron estabilizar 250.000 

PBMCs por pozo, con medio RPMI 1640 en una microplaca de 96 pozos 

(Cellstar, Greiner Bio-One, cat-No. 655180) durante 16 a 18 horas en una 

atmósfera de 37°C con 5% de CO2; posteriormente, los tratamientos de 

lipopolisacárido (LPS) (Escherichia coli, LPS 026: B6, Sigma Aldrich L 2654) a 

0,04 μg/mL (40 ng/mL) con Satanin 1, 2 y Curvicina a concentraciones finales 

de una y dos veces la CMI (3,12 y 6,25 μg/mL), fueron agregados a cada uno 

de los pozos, después de ser pre-incubados durante 30 minutos a temperatura 

ambiente; posteriormente las microplacas, fueron incubadas durante 12 horas 

adicionales a 37°C y 5% de CO2. Como controles del ensayo se incubaron 

https://www.zotero.org/google-docs/?kUiqxe
https://www.zotero.org/google-docs/?63D9DC
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células sin tratamiento (CC), estimuladas con LPS a 0,04 μg/mL (LPS) y 

células estimuladas con Satanin 1, 2 y Curvicina a 6,25 μg/mL. El TNF-α 

producido, con los estímulos se cuantificó en los sobrenadantes colectados, 

utilizando un ELISA (Human TNFɑ ELISA MAX, Ref: 430204, BioLegend) que 

se realizó siguiendo las condiciones del fabricante (155,156).  Finalmente, para 

verificar la actividad metabólica de los PBMCs, se agregó a cada uno de los 

pozos una solución con resazurina a 44 µM, y se cuantificó la fluorescencia 

del resorufin en el fluorómetro Synergy HTX (Biotek). 

 

4.11. Evaluación del efecto de Satanin 1 en modelo de membrana de 

bacterias, usando vesículas unilamelares grandes (sigla en inglés 

LUVs) con calceína encapsulada. 

 

Para estudiar la acción de Satanin 1 en un modelo in vitro de membrana 

bacteriana, se evaluó la liberación de calceína de vesículas de compartimentos 

internos. Se utilizaron vesículas unilamelares grandes (sigla en inglés LUVs), 

conformadas con los fosfolípidos: 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3- 

phosphocholine (POPC), 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phospho-(1′-rac-

glycerol) (POPG), como componentes mayoritarios de la membrana de 

bacterias, en una relación POPC:POPG (80:20), con calceína encapsulada. 

Este experimento se hizo con un n=2, como servicio técnico en el laboratorio 

del Instituto de Ciencias Físicas de la Universidad Autónoma Nacional de 

México (ICF-UNAM), (Cuernavaca, Morelos). Allí los LUVs se reconstituyeron 

en 150 μL de una solución de calceína a 80 mM, y buffer con KCl a 70 mM y 

HEPES a 10 mM (pH 7,2), por hidratación de una película seca de lípidos; se 

logró una concentración aproximada de 10 µM, con un tamaño aproximado de 

150 a 200 nm. La liberación de calceína de los LUVs fue monitoreada, mientras 

se adicionaron concentraciones constantes del péptido hasta llegar a 

saturación (6, 4, 2, 1, 0,5; 0,25; 0,125; 0,0625 µM). La fluorescencia de la 

https://www.zotero.org/google-docs/?ssWYS1
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calceína fue medida a la longitud de onda de excitación y emisión de 520 y 

490 nm, en el equipo AMINCO Bowman Series 2 Luminescence Spectrometer 

(USA). El porcentaje de ruptura fue calculado de acuerdo a la siguiente 

ecuación: 

 

Ruptura=    __[F-F0]___ x 100 

         [Fmax - F0] 

 

La intensidad de fluorescencia máxima (Fmax) fue determinada al adicionar 

Tritón X-100 a una concentración final de 0,05%, (F0) representa la intensidad 

de fluorescencia inicial de la vesícula intacta, y (F) representa la intensidad de 

fluorescencia posterior a la incubación con el péptido. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. RESULTADOS 

5.1. Características estructurales y fisicoquímicas de Satanin 1, 2 y 

Curvicina. 
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En este trabajo, se encontró que los péptidos Satanin 1 (GHMA01330254), 

Satanin 2 (GHMA01330259) y Curvicina (GHMD01061568), identificados 

previamente en los transcriptomas de Dichotomius satanas (D. satanas) y 

Onthophagus curvicornis (O. curvicornis) (42); son péptidos de tamaño corto 

con menos de 40 aminoácidos, peso molecular alrededor de 4 kDa, alto 

momento hidrofóbico (μH) con valores de 35 a 47 ÅkT/e, alto punto isoeléctrico 

(pI > 10) y catiónicos con una carga neta de +6 o mayor (Tabla 2). 

 

Tabla 2. Predicción de propiedades fisicoquímicas de los péptidos Satanin 1, 

2 y Curvicina. ID: código del GenBank, Da: daltons, pI: punto isoeléctrico y〈

μH〉: momento hidrofóbico.  

 

Péptidos ID (genbank) Peso 
molecular 

(Da) 

pI Carga 
neta 

〈μH〉
(ÅkT/e) 

Ángulo 
entre vector 
HM y eje Z 

Satanin 1 GHMA01330254 
4349,259 11,17 +9 51,299 90,923° 

Satanin 2 GHMA01330259 4313,104 10,62 +6  42,586 93,758° 

Curvicina GHMD01061568 4413,22 10,69 +6 38,827 94,872° 

 

 

En el análisis de estructura primaria, se encontró que los péptidos maduros de 

Satanin 1, 2 y Curvicina tienen un porcentaje de homología de secuencia, entre 

sí superior al 70%. Con un dominio N-terminal altamente catiónico (residuos 1 

al 20) con 4 diferencias en la secuencia (R1G, K4R, I8F y K18E) y C-terminal 

hidrofóbico con 7 cambios en los aminoácidos (I26V, A30V, T31G, I32V, V33A, 

G34T y -39K) (Figura 2); Satanin 2 comparte el C-terminal con Satanin 1 y el 

N-terminal con Curvicina las diferencias en la composición de los a.a, se ven 

reflejadas tanto en las características fisicoquímicas antes mencionadas; como 

https://www.zotero.org/google-docs/?4vQgtg
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en la estructura anfipática con un ángulo hidrofóbico de 120° para los tres 

péptidos. 

 

Figura 2. Alineamiento global de las secuencias de las cecropinas Satanin 1 

(GHMA01330254), 2 y Curvicina (GHMD01061568).  

 

Con respecto a las estructuras terciarias modeladas in silico, se encontró que 

son péptidos compuestos mayoritariamente por una estructura ɑ-hélice 

anfipática, en donde se observa una cara polar (residuos azules) en la mitad 

de la estructura que conforma el N-terminal, y una cara hidrofóbica que 

conforma la cara no polar (residuos rojos) de la mitad del extremo N-terminal 

y el extremo C-terminal (Figura 3A).  

 

La estructura ɑ-hélice de los péptidos, fue soportada por los análisis de los 

espectros de dicroísmo circular, debido a que se obtuvieron picos de absorción 

de elipticidad molar máxima a 190 nm y elipticidades mínimas a 208 y 222 nm 

(Figura 3B). Sin embargo, la elipticidad calculada para cada uno de los 

péptidos fue mayor a 1 (Anexo 1) y los datos no deconvolucionaron en los 

programas CONTIN-LL y SELCON3 (Anexo 2). 
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Figura 3. Características estructurales de Satanin 1, 2 y Curvicina. A. 

Modelamiento estructural de los péptidos en representación de “cintas” 

(ribbon), en la parte superior y superficie en la parte inferior, los colores se 

encuentran de acuerdo a la hidrofobicidad de los residuos de aminoácidos, 

dónde rojo es el color que representa a los más hidrofóbicos, azul a todos los 

polares o cargados y blanco a los a.a neutros o no cargados; B. Análisis de 

dicroísmo circular; los péptidos fueron disueltos en PBS con 30% de TFE y sus 

espectros fueron adquiridos en el espectrofotómetro JASCO. 

 

Se encontró que a nivel de homología de secuencia, Satanin 1, 2 y Curvicina 

tienen una estrecha relación con péptidos alfa hélice descritos en otros 

Coleopteros de la familia Scarabaeidae (Oxysterlinas 1, 2 y 3), con un 

porcentaje de identidad por encima del 70% (Tabla 3); y a su vez muestran en 

su secuencia diferencias considerables, cuando son comparados con 
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cecropinas o péptidos alfa hélice de otras especies de insectos de los órdenes 

Diptera y Lepidoptera (Figura 4 y Anexo 6). 

 

Tabla 3. Matriz de porcentaje de identidad de Satanin 1, 2, Curvicina, 
Oxysterlinas 1, 2 y 3; fue calculada usando Clustal Omega 
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).  

 

Péptidos Satanin 1 Satanin 2 Curvicina Oxystelina 1 Oxystelina 2 Oxystelina 3 

Satanin 1 100,00 89,47 73,68 73,68 84,21 73,68 

Satanin 2 89,47 100,00 84,21 84,21 81,58 92,11 

Curvicina 73,68 84,21 100,00 94,87 69,23 79,49 

Oxystelina 1 73,68 84,21 94,87 100,00 71,79 82,05 

Oxystelina 2 84,21 81,58 69,23 71,79 100,00 84,62 

Oxystelina 3 73,68 92,11 79,49 82,05 84,62 100,00 

 

 

 

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
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Figura 4. Dendrograma de similaridad Neighbor-joining (10000 réplicas) de 

cecropinas. Las secuencias de péptidos maduros de Diptera, Lepidoptera y 

Coleoptera fueron alineadas por homología, donde Satanin 1, 2 y Curvicina se 

encuentran marcadas con asteriscos. Las cecropinas están marcadas por 

códigos de colores de la siguiente manera: las cecropinas de Diptera están en 

verde, las de Lepidoptera en verde menta, y las de Coleoptera en color azul.  
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5.2. Síntesis de Satanin 1, 2 y Curvicina 

 

Se sintetizaron y liofilizaron aproximadamente 5 mg de cada uno de los 

péptidos con una pureza mayor a 95% (Anexo 7), éstos luego fueron diluidos 

en agua estéril a una concentración de 5 mg/mL y almacenados a -80°C hasta 

su uso.  

 

5.3. Actividad antimicrobiana de Satanin 1, 2 y Curvicina 

 

La actividad antimicrobiana de Satanin 1, 2 y Curvicina fue evaluada frente a 

cepas de referencia ATCC y aislados clínicos con perfiles de resistencia a 

antibióticos conocidos; los microorganismos utilizados fueron bacterias Gram- 

negativas (E. coli, P. aeruginosa, y K. pneumoniae), bacterias Gram- positivas 

(Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis), Candida parapsilosis, y 

Mycobacterium tuberculosis cepas H37Rv y MDR (multidrogo-resistente). 

Satanin 1, 2 y Curvicina tuvieron actividad antimicrobiana frente a las bacterias 

Gram- negativas, con CMIs para las cepas ATCC desde 0,71 a 1,45 μM (3,12 

a 6,25 µg/mL) y CMI para el aislado clínico de K. pneumoniae de 1,4 ó 2,9 μM 

(6,25 ó 12,5 µg/mL) (Figura 6, Anexos 3 y 4). Sin embargo, se observó que 

de los péptidos evaluados Satanin 1 fue el péptido con mayor espectro de 

actividad antimicrobiana, ya que presentó actividad frente a bacterias Gram-

negativas, Gram- positivas y una levadura con CMIs de 5,74 y 11,49 μM (25 y 

50 µg/mL) (Tabla 3). Finalmente, se observó que los péptidos no tienen 

actividad frente a micobacterias extra e intracelulares. 
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Figura 5. Evaluación de actividad antimicrobiana de Satanin 1, 2 y Curvicina 

(25; 12,5 y 6,25 μg/mL) frente a las líneas celulares A549 (A) THP-1 (B), 

infectadas con M. tuberculosis H37Rv durante 24 horas. Los controles del 

ensayo fueron control de inhibición de crecimiento con Rifampicina (Rifam) a 

8 μg/mL y Estreptomicina (Stp) a 1 μg/mL (stp), y control de crecimiento de M. 

tuberculosis sin antibióticos (0). Kruskal-Wallis con p-valor de 0,045. 
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Figura 6. Mapa de calor de concentraciones mínimas inhibitorias (CMI) y 

concentraciones bactericidas mínimas (CBM) en microgramos por mililitro 

(μg/mL) de Satanin 1, 2, y Curvicina frente a bacterias Gram-negativas, Gram-

positivas, C. parapsilosis ATCC 22019, y M.  tuberculosis (Mtb) extracelular. 
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5.4. Ensayos de citotoxicidad y hemólisis de Satanin 1, 2 y Curvicina 

 

Las actividades hemolíticas y citotóxica de los péptidos fueron evaluadas in 

vitro en eritrocitos humanos y en las siguientes líneas celulares: 

mononucleares de sangre periférica de humanos (PBMCs), epiteliales 

inmortalizadas de riñón del mono verde africano (VERO ATCC®CCL-81™) y 

queratinocitos aneuploides inmortales de piel humana (HaCaT ATCC 

PCS200011). Los tres péptidos tuvieron un efecto de toxicidad dosis 

dependiente, en donde se observa que a mayor concentración hay mayor 

inhibición de la actividad metabólica en cada una de las líneas evaluadas 

(Figura 7A-D). En contraste, se observó que los péptidos tienen una tendencia 

a incrementar la actividad metabólica de las células HaCaT a concentraciones 

por debajo de 62,5 µg/mL, lo cual se mantiene en aumento para las 

concentraciones más altas evaluadas de Curvicina y decae en las 

concentraciones más altas evaluadas de Satanin 1 y 2 (125, 250 y 500 µg/mL) 

(Figura 7D), esto sugiere que los péptidos evaluados, tienen el potencial de 

estimular la proliferación in vitro de las células HaCaT a concentraciones 

específicas. 

 

Los resultados obtenidos indican que los péptidos pueden tener diversos 

blancos celulares que se ven reflejados en diferentes efectos, ya que fueron 

más tóxicos contra células humanas como eritrocitos, o PBMCs y menos 

tóxicos para células de piel como HaCaT o de otros animales como Vero; 

Satanin 1 fue el péptido con mayor toxicidad, seguido por Satanin 2 mientras 

que Curvicina se muestra como el péptido menos tóxico. Los IC50 y CCM con 

datos de p-valor se encuentran detallados en la tabla 4. 
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Figura 7. Toxicidad de Satanin 1, 2 y Curvicina en células no tumorales, 

eritrocitos humanos (A), células VERO (B), PBMCs humanos (C), y células 

HaCaT (D). Los datos son mostrados con media y desviación estándar (n=3). 

CT= células incubadas con Tritón X-100 a 0,5% y cada número corresponde 

a las concentraciones evaluadas para cada uno de los péptidos en µg/mL 

(tratamientos µg/mL). 
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5.5. Satanin 1, 2 y Curvicina inhibieron la actividad metabólica de las 

líneas de células tumorales. 

 

Curvicina inhibió la actividad metabólica de las células THP-1 a 500 μg/mL, 

mientras que Satanin 1 y 2 inhibieron mayor porcentaje de actividad 

metabólica de esta misma línea celular (60% y 80%) a menores 

concentraciones de 3,91 and 31,25 μg/mL, respectivamente (Figura 8A); las 

mismas cecropinas (Satanin 1 y 2) inhibieron el 50% y 40% de actividad 

metabólica de las células Caco2 a las concentraciones de 250 y 500 μg/mL 

(Figura 8B). Finalmente, también se observó que no hubo actividad 

antitumoral frente a las células MCF7 (Figura 8C). Los IC50 y CCM con datos 

de p-valor se encuentran detallados en la tabla 4. 

Figura 8. Toxicidad de Satanin 1, 2 y Curvicina en las células tumorales THP-
1 (A), Caco2 (B), y MCF7 (C). Las células fueron tratadas con las cecropinas 
Satanin 1, 2 y Curvicina en un rango de concentraciones (500 a 3,9 μg/mL). 
Los controles fueron: células con tritón X-100 a 0,5% (CT) y células sin 
tratamiento (0,00). Los datos se muestran como la media con la desviación 
estándar; n=6 para THP-1 y n=3 para Caco2 y MCF7. 
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5.6. Concentración mínima citotóxica, concentración inhibitoria 50 (IC50), 

e índice terapéutico (IT) 

 

Los IC50 de actividad antimicrobiana de los péptidos frente a E. coli ATCC® 

25922 calculados como se explica previamente fueron similares o cercanos a 

las CMI calculadas experimentalmente, los valores obtenidos fueron: 1,642 

μg/mL (R square: 0,9957) para Satanin 1, 3,524 μg/mL (R square: 0,9899) para 

Satanin 2, y 3,175 μg/mL (R square: 0,9726) para Curvicina. En general, 

Satanin 1, 2 y Curvicina tuvieron una mayor selectividad por E. coli ATCC® 

25922 con valores de IT altos, ya que las CMI fueron bajas y las 

concentraciones citotóxicas frente a células no tumorales fueron altas (Tabla 

4 y Anexo 5). Por otro lado, Satanin 1 y 2 también fueron tóxicas para la línea 

tumoral THP-1 a bajas concentraciones, lo cual se ve reflejado en bajos IT 

(Tabla 4). 

 

Tabla 4. Concentración mínima citotóxica (CCM), concentración inhibitoria 
media (IC50), e índice terapéutico (IT) de Satanin 1, 2, y Curvicina en eritrocitos 
humanos, células VERO, HaCaT, THP-1, y Caco2 vs MIC de E. coli ATCC 
25922. Se realizó un ANOVA de una sola vía con test de comparaciones 
múltiples de Dunnett’s. 

 

Línea 

celular 

Péptidos Concentración 

citotóxica 

mínima 

citotóxica 

(CCM)  

(μg/mL) 

p-valor de 

CCM Intervalo 

de confianza 

de 95% (IC95) 

IC50 

(μg/mL) 

Intervalo 

de 

confianza 

de 95% 

(IC95) con 

respecto 

a IC50 

IT (μg/mL) 

= IC50/CMI 

de E. coli 

ATCC 

25922 

Eritrocitos 

humanos 

Satanin 1 31,3 0,0124 (-20,86 

a -1,968) 

187,5  138,9 a 

261,5 

60,096 
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Satanin 2 62,5 0,0078 (-23,69 

a -2,858) 

321,1 282,1 a 

368,7 

51,376 

Curvicina 250 0,0186 (-26,62 

a -1,848) 

496,8 458,4 a 

548,5 

79,488 

Células 

Vero 

Satanin 1 125 <0,0001 

(22,84 a 

44,90) 

124,1 113,8 a 

139,1 

39,776 

Satanin 2 250 <0,0001 

(14,34 a 

37,74) 

268,4 239,6 a 

498,3 

42,944 

Curvicina >500 NA >500 NA >80 

PBMCs 

humanos 

Satanin 1 7,8 0,0079 (1,495 

a 11,84) 

172,7 158,0 a 

188,9 

55,3 

Satanin 2 125 0,0019 (2,698 

a 13,40) 

424,9 401,0 a 

452,5 

67,9 

Curvicina 500 <0,0001 

(18,18 a 

28,41) 

>500 NA >80 

Células 

HaCaT 

Satanin 1 250 0,0219 (2,981 

a 54,14) 

406,5 2,517 a 

2,721 

130,2 

Satanin 2 500 <0,0001 

(25,96 a 

52,37) 

>500 NA >80 

Curvicina >500 NA >500 NA >80 

Células 

THP1 

Satanin 1 3,9 < 0,0001 

(38,61 a 

82,99) 

3,551 2,857 a 

4,276 

1,1 
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Satanin 2 15,6 0,0121 (3,344 

a 37,62) 

22,36 20,04 a 

25,00 

3,5 

Curvicina 500 0,0005 (14,26 

a 63,82) 

>500 NA >80 

Células 

Caco2 

Satanin 1 125 < 0,0001 

(18,02 a 

48,52) 

226,2 166,7 a 

310,6 

72,5 

Satanin 2 500 0,0071 (8,926 

a 67,20) 

>500 NA >80 

Curvicina >500 NA >500 NA >80 

 

 

5.7. Las cecropinas de Scarabaeidae inhibieron la producción de TNF-α 

en PBMCs estimulados con LPS. 

 

Satanin 1, 2 y Curvicina a las concentraciones 3,12 y 6,25 µg/mL, inhibieron 

significativamente la producción de TNF-α en PBMCs estimulados con LPS a 

0,04 µg/mL comparado con las células control inducidas solamente con LPS 

(LPS) (Figura 9). 
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Figura 9. Producción de TNFα en PBMCs humanos tratados con 

lipopolisacarido de E. coli (LPS) y cecropinas de Scarabaeidae. Las cecropinas 

fueron usadas a 3,12 y 6,25 µg/mL, y el LPS a 0,04 µg/mL. Los controles fueron 

PBMCs con medio de cultivo (CC), PBMCs tratados con LPS a 0,04 µg/mL 

(LPS), y PBMCs con cada uno de los péptidos a 6,25 µg/mL. Se realizó un 

ANOVA con test de comparación múltiple usando el método de Dunnett’s con 

diferencias estadísticamente significativas (p= <0,0001), cuando se 

contrastaron cada uno de los grupos frente al control de LPS (n=6). 
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5.8. Satanin 1 libera calceína de los modelos de membrana de 

bacterias y mamíferos. 

 

El modelo de membrana evaluado, fue el de bacterias representado por 

POPC:POPG, en una proporción 80:20, donde Satanin 1 presentó 

actividad en la liberación del 30% de calceína (Figura 10). En general, 

se pudo evidenciar que bajo las condiciones evaluadas Satanin 1 no 

tiene como blanco principal membranas conformadas mayoritariamente 

con los lípidos evaluados, ya que no se evidenció la liberación del 100% 

de calceína.  

 

 

 

Figura 10. Porcentaje de liberación de calceína de las vesículas de 

POPC:POPG en presencia de Satanin 1 a las concentraciones de 0,27; 0,54; 

1,08; 2,17; 4,35; 8,7; 17,4  µg/mL (0,062; 0,125; 0,25; 0,5; 1; 2 y 4 µM). 
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6. DISCUSIÓN 

 

En este trabajo, se amplía el conocimiento sobre las características 

funcionales de las cecropinas, satanin 1, 2 y curvicina identificadas en los 

escarabajos coprófagos D. satanas y O. curvicornis (42), éstos péptidos tienen 

características consistentes con las descritas para cecropinas de otros 

insectos e incluso para las descritas en otras especies de Scarabaeidae como 

las oxysterlinas, entre las que se presenta longitud de aminoácidos (a.a), peso 

molecular de aproximadamente 4 kDa, carga neta positiva, alto punto 

isoeléctrico (pI), estructura secundaria de hélices α confirmada 

experimentalmente conforme a lo modelado in silico, anfipaticidad dada por el 

extremo N-terminal compuesto por aminoácidos catiónicos e hidrofílicos y el 

extremo C-terminal conformado por la mayoría de aminoácidos hidrofóbicos 

(42,157–159). 

 

En las secuencias de satanin 1, 2 y curvicina, los a.a hidrofóbicos están 

regularmente distribuidos uno en medio de cada 2 ó 3 a.a polares en la región 

del N-terminal, por cada vuelta de hélice, permitiendo así que la hélice 

presente dos caras con características químicas diferentes: una cara 

hidrofóbica y una cara polar (figura 2). Debido a ésta segregación, es posible 

que la hélice se extiende paralela a la interfaz de la membrana bacteriana y de 

pie para que físicamente su anclaje sea posible, los residuos hidrofóbicos 

pueden interactuar con el centro hidrofóbico de la membrana, facilitando 

interacciones con las cadenas grasas de los grupos acil, como ha sido descrito 

por otros autores para péptidos alfa hélice (160,161), mientras que los a.a 

hidrofílicos/cargados de regiones como el N-terminal, pueden interactuar con 

los grupos polares lipídicos de membranas bacterianas como el LPS para el 

caso de Gram-negativos (162); sin embargo los a.a que conforman la región 

C-terminal son en su mayoría hidrofóbicos y rompen con el patrón de vueltas 

hélice, llevando a este extremo a ser más desordenado; en esta región 

https://www.zotero.org/google-docs/?7Qnkma
https://www.zotero.org/google-docs/?Y8oYaD
https://www.zotero.org/google-docs/?RF2t9d
https://www.zotero.org/google-docs/?2XL24p
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podemos evidenciar que los péptidos son anfipáticos y que el de mayor 

anfipaticidad es satanin 1, lo que a su vez se ve reflejado en un alto valor de 

momento hidrofóbico, como ha sido descrito en otros péptidos con esta 

característica, correlacionando con una actividad antibacteriana potenciada 

(73,163–165).  

 

Las altas cargas netas y altos pI de Satanin 1, 2 y Curvicina, nos indican que 

son péptidos solubles en medios acuosos con baja probabilidad de 

autoagregación por pérdida de carga en las cadenas laterales a pH fisiológico 

(166). Además, se observó con Satanin 1 (comparado con Satanin 2 y 

curvicina) que a mayor carga neta y mayor momento hidrofóbico, presenta una 

mejor actividad antimicrobiana frente a un mayor número de especies como E. 

coli, P. aeruginosa, K. pneumonie (Gram-negativas), S. aureus, E. faecalis 

(Gram-positivas) y Candida parapsilosis (Figura 6); ésto puede estar asociado 

a su carga neta alta, la cual está relacionada con la atracción electronegativa 

por membranas cargadas negativamente, la cual se ve afectada al disminuir 

dicha carga (167,168). Sin embargo, también se ha observado que la posición, 

más que el número de residuos cargados positivamente afecta las 

propiedades biofísicas y selectividad del péptido, como fue el caso de 

análogos de AR-23 (169). 

 

Entre otras características fisicoquímicas de los péptidos, y dado que las 

bacterias Gram-negativas como E. coli tienen un total de 60-80% del 

fosfolípido cargado negativamente, fosfoetanolamina (PEs) y un 15-20% del 

fosfolípido zwitterion fosfatidilglicerol (PGs); mientras que las Gram-positivas 

tienen una concentración menor de PEs comparada con la mencionada para 

Gram-negativas (170,171); se pudo observar para satanin 1 que los 

fosfolípidos zwitteriónicos y aniónicos, POPC:POPG (80:20) no son blancos 

específicos en las condiciones evaluadas, esto nos permite inferir que se 

requieren más componentes de membrana bacteriana como por ejemplo, 

https://www.zotero.org/google-docs/?Zi5ttH
https://www.zotero.org/google-docs/?RNL2wY
https://www.zotero.org/google-docs/?74b32m
https://www.zotero.org/google-docs/?uxyeeL
https://www.zotero.org/google-docs/?uIzLpT
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fosfatidiletanolamina (POPE), el cual es crucial para la sensibilidad de las 

bacterias a agentes antimicrobianos (172). Además, es posible que los blancos 

de actividad del péptido pueden estar relacionados con otros blancos del 

interior bacteriano, y que desconocemos con la evidencia experimental que 

hay hasta el momento. Sin embargo, no se descarta que Satanin 1 tenga 

múltiples blancos que dependen del tipo de célula (171,173,174).  

   

Sumado a las características descritas anteriormente, es posible que la 

presencia de dos o más aminoácidos cargados positivamente y una gran 

proporción de residuos hidrofóbicos, reflejados en altos valores de momentos 

hidrofóbicos (35 a 47 kTÅ/e), lleven al plegamiento de los péptidos en 

estructuras secundarias con cierta anfipaticidad como se observa en los 

modelos predichos y con los datos de dicroísmo circular. Los datos de 

estructura secundaria obtenidos son considerados una característica típica de 

la familia de las cecropinas y son similares a lo reportado para otras cecropinas 

como las oxysterlinas 1-3 (46,77,175–178); generalmente, este grupo de 

péptidos en solución acuosa puede tener una estructura aleatoria, con 

tendencia a adoptar conformaciones alfa hélice cuando interactúan con 

membranas microbianas, donde ejercen un efecto lítico (159,179,180), ya que 

pueden intercalarse en membranas bacterianas y formar poros para traslocar 

dentro de las células bacterianas (181), teniendo como posible blanco su 

interacción electrostática con los grupos aniónicos de fosfolípidos en 

membranas bacterianas (73,182) o blancos intracelulares en el ADN o 

componentes proteicos, seguidos por un proceso de muerte celular no lítica 

(183–185). Sin embargo, se necesitan experimentos adicionales que 

confirmen este tipo de interacción de nuestros péptidos con membranas 

bacterianas.      

 

A nivel de secuencia, se encontró alta homología entre satanin 1, 2, curvicina 

y oxysterlinas 1-3, con más del 70% de similitud (Tabla 3 y Figura 4), una de 

https://www.zotero.org/google-docs/?ZLqi3U
https://www.zotero.org/google-docs/?FaR0kV
https://www.zotero.org/google-docs/?dmnqUS
https://www.zotero.org/google-docs/?bHCsmp
https://www.zotero.org/google-docs/?iJS1OC
https://www.zotero.org/google-docs/?z48d4a
https://www.zotero.org/google-docs/?Y0PebZ
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las principales características es que los péptidos, conservan un dominio N-

terminal con alta frecuencia de aminoácidos KR, previamente descrito para la 

familia de cecropinas de Scarabaeidae, [GR]-[SW]-K-[RKG]-[WL]-R-K-[FIL]-E-

[KR]-[RKA]-[VSG]- [KR]-[KR] (42,46), el cual resulta en una secuencia con 

características principalmente catiónicas e hidrofílicas (186). Así mismo, se 

observó que entre las secuencias de satanin 1, 2 y curvicina se observaron 6 

cambios conservados y 5 no conservados en sus aminoácidos, en dónde los 

cambios no conservados en la posición 1, 18 y 39K (adición en curvicina) de 

la región N-terminal son los que se relacionan principalmente con cambios es 

sus propiedades físicas como carga neta de +9 en satanin 1 y +6 en satanin 2 

y curvicina y anfipaticidad o momento hidrofóbico de 51,299 en satanin 1 

(Tabla 2).  

 

Dichos cambios son similares a lo reportado para análogos del péptido AR-23 

(169), en donde se ve reflejado que la posición, más que el número de residuos 

cargados positivamente, afecta las propiedades biofísicas y selectividad del 

péptido. De esta manera, vemos que satanin 1 con los residuos catiónicos 

arginina y lisina en las posiciones 1 y 18 (R1 y K18) es el más catiónico con 

una carga neta de +9 y con mayor momento hidrofóbico (51,299 ÅkT/e Tabla 

2), seguido de satanin 2 y curvicina, donde los cambios en las posiciones 1 y 

18 son cambios no conservados con respecto a satanin 1  por un residuo 

neutro con cadena lateral pequeña (G1) y un residuo con carga negativa de 

carácter ácido (E18); además en el C-terminal de curvicina se encuentra  un 

aminoácido catiónico adicional en la posición 39 (-39K), los cuales disminuyen 

tanto carga neta como momento hidrofóbico en ambos péptidos (satanin 2 y 

curvicina). 

 

 

 

 

https://www.zotero.org/google-docs/?snBH4p
https://www.zotero.org/google-docs/?gnGaSX
https://www.zotero.org/google-docs/?bQdk6X
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Actividad antimicrobiana de Satanin 1, 2 y Curvicina 

 

Con respecto a la actividad antimicrobiana de satanin 1, 2 y curvicina, se 

observó que los tres péptidos presentan una selectividad por bacterias Gram-

negativas como E. coli, P. aeruginosa y K. pneumonie. Sin embargo, con 

satanin 1 se evidenció un mayor espectro de actividad antimicrobiana a 

concentraciones más altas, eliminando también bacterias Gram-positivas y 

levaduras como S. aureus, E. faecalis y Candida parapsilosis. Se cree que la 

diferencia en las actividades de los péptidos está relacionada con las 

variaciones en las envolturas celulares externas entre Gram-positivas y Gram-

negativas, ya que las membranas internas o citoplasmáticas son similares 

(187). Actividades similares contra bacterias Gram-negativas están 

referenciadas para cecropinas identificadas en órdenes como dípteros, 

lepidópteros y coleópteros (76), entre los que están cecropina B, cecropina A 

(CMI aproximada de de 1 a 16,7 μM), sarcotoxina Pd (CMI aproximada de 1,69 

a 2,86 μM) y oxysterlinas 1, 2 y 3 (CMI desde 0,7 a 7,9 μM) (157,188). En 

cecropinas catiónicas, como Satanin 1, 2 y Curvicina, se ha observado que la 

actividad antimicrobiana, ha sido atribuída a interacciones electrostáticas con 

las moléculas aniónicas expuestas en la superficie de membrana en Gram-

negativas como el LPS (principales componentes de ésta superficie celular), 

ésto podría ocasionar acumulación de péptidos que recubren la superficie 

creando agujeros en membrana, que actúan de forma similar a los detergentes 

formando micelas y lisis celular, como es el caso de la ovisprina, cecropinas y 

caerina 1.1 (189–191), sin embargo, aún no tenemos evidencia de los 

mecanismos por los cuales los péptidos Satanin 1, 2 y Curvicina tienen 

actividad antibacteriana. 

 

Adicionalmente, en otros trabajos se ha mencionado que el incremento de los 

residuos cargados positivamente es beneficioso para las interacciones 

electrostáticas entre HDPs y componentes de membrana bacteriana cargados 

https://www.zotero.org/google-docs/?BOvV7w
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negativamente imponiendo así la selectividad (192,193), lo que podría explicar 

el caso de satanin 1, el cual tuvo alta selectividad aunque mayor toxicidad, 

comparado con satanin 2 y curvicina; éstos últimos tienen menor proporción 

de a.a positivos en el N-terminal, y específicamente curvicina posee una R 

adicional en el a.a 39, en lugar de la R en la posición 1  comparada con satanin 

1. Un caso similar, reportado en la literatura es el de los análogos del péptido 

AR23, en éstos se observó que el incremento de su anfipaticidad fue generado 

por la sustitución de residuos cargados positivamente en la cara polar, lo cual 

al parecer desencadenó la actividad antimicrobiana del péptido; sin embargo 

la disminución de la anfipaticidad del mismo con la sustitución de a.a cargados 

positivamente en la cara no polar generó lo opuesto (disminución de la 

actividad antibacteriana) (169). Otros autores ha reportado que la interrupción 

de la anfipaticidad no interrumpe la actividad antimicrobiana (194–197), pero 

puede llevar a disminuir su espectro de actividad, como es el caso de curvicina 

y satanin 2 comparados con satanin 1. 

 

Por otro lado, la restringida actividad de los péptidos frente a Gram-positivas 

fue similar a lo observado en cecropinas como sarcotoxin Pd (CMI 4,48 hasta 

5,31 μM) y oxysterlinas (2,8 a 11,22 μM) (47,76,157,188), dónde satanin 1 tuvo 

actividad frente a dos especies de Gram-positivas a concentraciones más altas 

(CMI 5,75 y 11,49 μM). Ésta diferencia se ha asociado a que la superficie de 

membrana externa de las Gram positivas está compuesta por una capa de 

peptidoglicano reticulado con ácido teicoico cargado negativamente que rodea 

la membrana citoplasmática, formando una gruesa matriz que mantiene la 

rigidez de la célula bacteriana (187). Así que es probable, que se requiera 

mayor concentración de los péptidos, para que éstos puedan atravesar la 

matriz de peptidoglicano, e interactuar con la membrana citoplasmática 

cargada negativamente. La incapacidad de permeabilizar o interrumpir la 

membrana externa es el resultado de pérdida de actividad antimicrobiana (86). 

 

https://www.zotero.org/google-docs/?DoYag8
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Por otro lado, los HDPs cargados positivamente, tienden a interactuar con los 

sitios divalentes de unión catiónica, cargados negativamente del LPS, 

expuestos en la superficie celular y permite el paso de los péptidos a través de 

la membrana externa, este mecanismo es llamado “autopromoción de la 

captación” o “self-promoted uptake”; a través de este mecanismo también es 

cómo ocurre la actividad anti-endotoxina de los HDPs catiónicos (198), sin 

embargo, aún queda por explorar si éste es el caso de satanin 1, 2 y curvicina. 

 

Citotoxicidad de Satanin 1, 2 y Curvicina frente a células no tumorales 

 

Satanin 1, 2 y curvicina tienen baja toxicidad en células no tumorales, reflejada 

en valores altos de IC50 e IT, similar a lo observado para otras cecropinas 

como las oxysterlinas 1-3, (125 a 500 μg/mL) (46), y cecropina B (400 μg/mL) 

(199). La baja toxicidad observada en eritrocitos humanos, puede estar 

asociada a una disminuida atracción electrostática entre los péptidos y los 

componentes aniónicos de las membranas celulares como la fosfatidilserina 

(PS); debido a que los lípidos de la membrana con carga negativa se 

encuentran ubicados en la cara interna de la misma y recubiertos por una 

barrera de otros componentes como colesterol, zwitterion de fosfatidilcolina 

(PC), esfingomielina (SM), y fosfatidiletanolamina (PE), que le dan grosor y 

densidad a dicha estructura (200–202). Así mismo, la baja toxicidad de satanin 

1, 2 y curvicina, observada frente a las células VERO, HaCaT y PBMCs 

humanos; podría radicar en que las acciones selectivas de los HDPs dependen 

de las diferencias en la composición de membranas de células hospederas 

(animales y plantas), y patógenos (bacterias y hongos) (86). Sin embargo, la 

tendencia a aumentar la activadad metabólica de los tres péptidos en la línea 

celular HaCaT a concentraciones inferiores a las citotóxicas, nos permite inferir 

que tienen un efecto fenotipo-específico de incremento en el metabolismo, 

similar a lo descrito en cecropinas con potencial de cicatrización como HB-107 

(203). 

https://www.zotero.org/google-docs/?DNHu7z
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Se ha observado que la actividad hemolítica in vitro frente a eritrocitos 

humanos, como la observada a las concentraciones más altas evaluadas para 

satanin 1 (carga neta +9 y momento hidrofóbico de 47), en otros trabajos se 

encuentra asociada a la hidrofobicidad y polaridad de los HDPs; se ha 

observado que los péptidos más hidrofóbicos, son los más hemolíticos 

mientras que los más polares son los menos tóxicos (204,205). Así que la 

capacidad de formar estructuras anfipáticas en solución incrementa la 

actividad hemolítica, una vez el umbral de hidrofobicidad es alcanzado 

(206,207). Como en el caso de péptidos análogos de AR-23, en los que la 

sustitución de aminoácidos hidrofóbicos por a.a polares catiónicos (A1R,  A8R, 

I17K), disminuyó su hidrofobicidad y anfipaticidad; lográndose baja hemólisis 

e incremento del IT (169,208–211). Si comparamos las sustituciones naturales 

entre curvicina y satanin 1 podemos observar un fenómeno similar de 

reducción de anfipaticidad e hidrofobicidad en curvicina con los cambios en las 

posiciones G1R, K18E y -39K, que a su vez se ven reflejados en un alto IT. 

 

La destrucción o interrupción de la cara no polar de un péptido podría 

dramáticamente disminuir la hidrofobicidad, anfipaticidad, helicidad y actividad 

de penetración de membrana contra células humanas (193); así se podría 

disminuir actividad hemolítica, y mantener o disminuir levemente la actividad 

antimicrobiana; este es el caso de los péptidos análogos de AR23, dónde se 

realizaron sustituciones de aminoácidos hidrofóbicos por a.a polares 

catiónicos como A(A1R, A8R, I17K) y A(A1R, A8R, I17K), lográndose baja 

hemólisis e incremento de IT (169,208–211); este puede ser el caso de 

curvicina al compararla con satanin 1, en donde las sustituciones ocurridas 

naturalmente en ambos, nos muestran que el reemplazo en curvicina de R1 

por G1, K18 por E18 y una K39 adicional reflejan disminución en espectro de 

actividad antibacteriana (actividad frente a Gram-negativas evaluadas), menor 

momento hidrofóbico (anfipaticidad e hidrofobicidad menor) y baja hemólisis 

https://www.zotero.org/google-docs/?68wE1U
https://www.zotero.org/google-docs/?ht4QCa
https://www.zotero.org/google-docs/?OeHwd9
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pero incrementó en selectividad o IT (IT>80). Tanto los resultados de este 

trabajo, como los reportados para los péptidos análogos de AR-23 (169), 

ponen de manifiesto que el aumento de los residuos cargados positivamente 

en posiciones apropiadas puede mejorar el IT de un péptido antimicrobiano. 

Además, la actividad hemolítica de los péptidos se ha asociado con 

características como hidrofobicidad, tamaño de las cadenas hidrofóbicas 

alifáticas e interacciones de hidrofobicidad (212–214).  

 

Por lo tanto, las potenciales aplicaciones terapéuticas de satanin 1, 2 y 

curvicina dependen de la capacidad de eliminar células bacterianas a bajas 

concentraciones, sin exhibir citotoxicidad hacia células de mamíferos a las 

mismas concentraciones (215). Este potencial se ve reflejado en los resultados 

observados con respecto a los índices terapéuticos de los péptidos reportados 

en la tabla 4 y en la tabla del anexo 4. 

 

Citotoxicidad en líneas de células tumorales 

 

Se observó una alta toxicidad de satanin 1 y 2 frente a la línea celular tumoral 

THP-1 con IC50 de 3,551 y 22,36 μg/mL, respectivamente; con alta 

selectividad al comparar el efecto frente a PBMCs humanos donde se 

presentaron IC50 de 172,7 y 424,9 μg/mL respectivamente.   

 

Es de resaltar, que se han hallado efectos tóxicos similares en péptidos como 

las cecropinas A y B en cáncer de vejiga (IC50 desde 97,9 a 185 μg/mL), o 

cecropinas A y CB1A en células de leucemia HL-60 (IC50 de 28 a 120 μg/mL) 

(156,216,217). Se cree que una de las razones por las que HDPs tienen 

toxicidad y alta selectividad frente a células tumorales está relacionada con la 

composición de la superficie de la membrana celular, ya que a diferencia de 

las células normales, las tumorales pierden asimetría de distribución de 

fosfolípidos entre las capas exteriores o interiores de la membrana plasmática 

https://www.zotero.org/google-docs/?lisuRr
https://www.zotero.org/google-docs/?btjmM0
https://www.zotero.org/google-docs/?EucUnT
https://www.zotero.org/google-docs/?1544ER
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y exponen fosfatidilserinas (PS) cargadas negativamente del interior al exterior 

celular (85); la presencia de PS en su superficie, es causada por altos niveles 

de ROS e hipoxia que modifica el microambiente tumoral e induce la 

desregulación de fosfolípidos de membrana (218). Además, éstas células 

tienen menor proporción de lípidos zwitteriónicos como fosfatidilcolina (PC), 

fosfatidiletanolamina (PE) y esfingomielina (SM) y mayor exposición en la 

superficie celular de moléculas cargadas negativamente, como glicoproteínas 

y glicosaminoglicanos (32,32,202,219,220). 

 

Uno de los mecanismos propuestos para los HDPs con actividad citotóxica 

frente a células cancerígenas, está relacionado con interacciones 

electrostáticas entre los HDPs cargados positivamente y las moléculas 

negativas de la membrana celular, lo cual muestra una selectividad por 

blancos tumorales a través de la capacidad que tienen los HDPs de unirse a 

los fosfolípidos negativos por la cabeza polar de las fosfatidilserinas (PS) o 

fosfatidilglicerol, expresados en la superficie de las membranas de las células 

cancerígenas, de ésta manera se pueden abrir poros permeabilizando la célula 

y causando apoptosis o necrosis celular; este es el caso reportado para el 

péptido LL37 (20,221–224). Sin embargo, el anterior mecanismo de acción, 

relacionado con la alteración de la membrana, aunque es similar al descrito 

para otros péptidos con actividades antimicrobianas (225), no ha sido detallado 

a nivel de cada péptido o familia, y en nuestro caso se hacen necesarios 

futuros estudios que permitan contrastar o confirmar estas actividades e 

interacciones.   

 

Algunos cambios entre las secuencias de los péptidos satanin 1, 2 y curvicina 

originan efectos en la citotoxicidad frente a células tumorales THP-1, vemos 

como satanin 1 y 2 tienen toxicidad frente a éstas células, mientras que 

curvicina pierde ésta actividad. Teniendo en cuenta que los cambios de la 

secuencia entre satanin 2 y curvicina se originan en el C-terminal, podemos 

https://www.zotero.org/google-docs/?Hb1LCB
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inferir que tanto la adición de lisina en la posición 39 de curvicina como los 

cambios en las posiciones: I26V, A30V, T31G, I32V, V33A, G34T y -39K son 

los responsables de la pérdida dicha actividad. Además observamos, que los 

cambios adicionales presentes solo en satanin 1 en las posiciones R1G y 

K18E, junto con los mencionados en el C-terminal, se reflejan en actividades 

del péptido más tóxicas comparadas con los otros 2 péptidos evaluados. Sin 

embargo, el modo exacto de acción para estos péptidos es aún pobremente 

entendido.   

 

Actividad antiendotoxina de Satanin 1, 2 y Curvicina. 

 

La inhibición de la producción de TNF-alfa, es un efecto que se ha observado 

de manera similar en otras cecropinas como la B, DH y AeaeCec 1-5 a 

concentraciones de 5 μM y 10 μM (226,227) y a la de péptidos con capacidad 

de neutralizar el LPS, como la observada en fowlicidina (228), MAP29 (229), 

pardaxina (230), temporinas (231) y análogos de magainina (232). Dicho 

efecto se ha relacionado con la capacidad de los HDPs de interactuar con las 

toxinas y con las bacterias como posibles moleculas que previenen el 

síndrome de shock séptico ocasionado por infecciones de bacterias Gram-

negativas, neutralizando el LPS y a su vez disminuyendo citoquinas 

proinflamatorias como el TNFα (233–236), ya que los tratamientos de la sepsis 

con anticuerpos anti-LPS o anti-TNF-α tienen efectividad limitada (237,238).  

 

Se cree que la potencial actividad anti-endotoxina de HDPs como Satanin 1, 2 

y Curvicina, radica en su capacidad de inhibir la producción de TNF-α; a través 

de una posible modulación de la respuesta de reconocimiento a patrones 

moleculares asociados a patógenos (PAMPs) como el LPS, debido al bloqueo 

de ésta molécula y de la activación de la ruta de señalización iniciada por los 

receptores celulares TLR4 (receptor especializado para la detección de LPS 

extracelular), en células fagocíticas (239,240), que desencadena en la 
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activación de la transcripción de genes pro inflamatorios como TNFα, CXCL8, 

IL-6, entre otras (241), que aunque eliminan la infección, al mismo tiempo 

pueden causar inflamación sistémica y daños colaterales en el hospedero 

(242,243).  

 

Aunque, la naturaleza o el mecanismo por el cual ocurren las interacciones 

entre HDPs y LPS o citoquinas proinflamatorias es desconocida (244,245), 

hasta la fecha se han reportado cecropinas y análogos con capacidad de 

unirse al LPS, que resultan en propiedades anti-inflamatorias tanto in vitro 

como in vivo (76); y se infiere que las actividades antimicrobianas y anti 

endotoxina pueden estar relacionadas con hidrofobicidad, permeabilidad de 

membrana y contenido alfa hélice del péptido (246). Algunos mecanismos de 

interacción entre HDPs y LPS han sido descritos para péptidos como 

cecropina A de Hyalophora cecropia (91) papiolicina de Papilio xuthus 

(179,234,247), cecropina B de Bombyx mori (199), e incluso péptidos 

sintéticos derivados del LL37 (248), en donde se ha descrito que la capacidad 

de los mismos para intervenir en el proceso inflamatorio ocasionado por 

endotoxinas, ocurre por atracciones electrostáticas entre la hélice catiónica y 

anfipática del N-terminal y la región del LPS cargada negativamente, lo que a 

su vez facilita que la hélice hidrofóbica del C-terminal se inserte en la región 

del lípido A del LPS por interacciones hidrofóbicas. De esta manera, se 

propicia la inhibición de la inflamación generada por el LPS, a causa del 

bloqueo de la región del lípido A y formación de vesículas agregadas de LPS 

(249–251).  

 

Dichas interacciones han sido asociadas a regiones del N-terminal similares a 

las de satanin 1, 2 y curvicina que tienen aminoácidos con radicales aromáticos 

como el triptófano (W), y la fenilalanina (F), ó básicos y cargados positivamente 

como la arginina (R) y lisina (K), que han sido reportados en otros péptidos 

como sarcotoxina IA, papiliocina y cecropina A por contribuir en la interacción 
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electrostática de éstos con membranas cargadas negativamente y 

específicamente con moléculas aniónicas de los microorganismos como el 

LPS de E. coli o incluso el ADN (Anexo 8); lo que se ha reportado es que 

dichos aminoácidos en las posiciones K4, K5, G1-W2 o F del N-terminal, 

ejercen intensas señales de interacción con el lípido A del LPS de E. coli 

(153,177,252,253); y en otros péptidos, como los análogos de temporinas se 

ha observado que 6 residuos de aminoácidos aromáticos y catiónicos como 

WKRKRF, pueden formar una estructura de “boomerang”, implicada en 

eliminar las agregaciones inducidas por el LPS externo de Gram-negativos 

(254,255). Estos resultados, nos demuestran que es importante continuar 

explorando el potencial terapéutico y protectivo de satanin 1, 2 y curvicina. 

 

Aquí, nosotros describimos, sintetizamos y caracterizamos funcionalmente 

tres HDPs identificados en los escarabajos coprófagos; O. curvicornis y D. 

satanas. Se observó que éstos péptidos tienen aplicaciones potencialmente 

terapéuticas como agentes antimicrobianos y anti-inflamatorios o anti-

endotoxinas, por capacidad de matar bacterias sin exhibir citotoxicidad 

significativa para las células de mamíferos (alta selectividad) e inhibir la la 

liberación de citoquinas pro-inflamatorias como TNF-α, en presencia de LPS, 

en un modelo in vitro con PBMCs (Figura 11). Por lo tanto, las cecropinas 

satanin 1, 2 y curvicina son interesantes candidatos para explorar su potencial 

terapéutico y mecanismos de acción en futuras investigaciones. 
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Figura 11. Actividades biológicas y características relevantes de Satanin 1, 2 

y Curvicina. En el centro se encuentran los modelos estructurales de los tres 

péptidos; al lado izquierdo en el recuadro rosado se encuentran sus 

actividades comunes, al lado derecho en recuadros azules se resumen las 

características y actividades exclusivas de Satanin 1, en recuadro rojo las 

actividades en común para Satanin 1 y 2 y por último en el recuadro verde las 

características y actividades exclusivas para Curvicina. 
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7. CONCLUSIONES 

 

- Satanin 1, 2 y Curvicina son cecropinas de Scarabaeidae con actividad 

antibacteriana frente a bacterias Gram-negativas. 

 

- Satanin 1 presentó mayor espectro de actividad antimicrobiana comparado 

con Satanin 2 y Curvicina. 

 

- Satanin 1, 2 y Curvicina tienen selectividad por bacterias Gram-negativas y 

no por células NO tumorales. 

 

- Satanin 1 es tóxico para la línea de células tumorales THP-1 (monocitos 

aislados de sangre periférica de un paciente con leucemia monocitica aguda). 

 

- Los péptidos evaluados tienen potencial anti-endotoxina, ya que inhibieron la 

producción de TNF-alfa en PBMCs humanos, al mezclarse con LPS. 
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8. RECOMENDACIONES 

 

- Evaluar con nuevos péptidos sintéticos, si las regiones de N-terminal o C-

terminal de Satanin 1, 2 o Curvicina están asociadas a las actividades 

antimicrobianas y citotóxicas observadas. 

- Explorar el potencial antitumoral de Satanin 1 y 2 frente a enfermedades 

como la leucemia. 

- Evaluar el potencial de los péptidos en migración celular, en modelos in vitro 

con la línea celular HaCat, ya que ninguno fue tóxico para este tipo de células 

a bajas concentraciones. 

-  Explorar el potencial antiinflamatorio de los péptidos evaluando la producción 

de otras citoquinas proinflamatorias, mediante estimulación con otros agentes 

inflamatorios 

- Evaluar si el mecanismo de los péptidos para inhibir la producción de TNF-

alfa en PBMCs humanos está asociado a actividad antiendotoxina o a otros 

blancos celulares. 
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9. RESULTADOS ADICIONALES 

 

● Publicaciones (Anexo 9) 

- Téllez Ramirez GA, Osorio-Méndez JF, Henao Arias DC, Toro S LJ, Franco 

Castrillón J, Rojas-Montoya M, et al. New Insect Host Defense Peptides 

(HDP) From Dung Beetle (Coleoptera: Scarabaeidae) Transcriptomes. J 

Insect Sci Online. 1 de julio de 2021;21(4):12. 

- Henao Arias DC, Toro LJ, Téllez Ramirez GA, Osorio-Méndez JF, 

Rodríguez-Carlos A, Valle J, Marín-Luevano SP, Rivas-Santiago B, Andreu 

D, Castaño Osorio JC. Novel antimicrobial cecropins derived from O. 

curvicornis and D. satanas dung beetles. Peptides. 2021 Nov;145:170626. 

 

● Pasantía internacional (Anexo 10) 

Laboratorio del Dr Bruno Rivas-Santiago en la Unidad de Investigación 

Médica, en Zacatecas México, durante el periodo de Mayo 2019-Agosto 

2019. 
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11. ANEXOS 

 

Anexo 1. Elipticidad molar ([θ] deg cm2 dmol−1) a λ = 222 nm, radios de 

elipticidades a [θ]222 y [θ]max para los péptidos Satanin 1, 2 y Curvicina. 

 

Peptides [θ] 222 [θ] max [θ]222 / [θ]max % helicity 

Satanin 1 -343997 -33776.32 10,184 1018 

Satanin 2 -458998 -33776.32 13,589 1358 

Curvicina -561445 -33878.21 16,572 1657 

 

Anexo 2. Contenido de hélice de Satanin 1, 2 y Curvicina a partir de los datos 

experimentales de Dicroísmo circular. 

 

PEPTIDO/ALGORITMO/

BASE DE DATOS 

NRMS

D 

HÉLIC

E1 

HÉLI

CE 2 

HEBR

A 1 

HEBR

A 2 

VUELT

AS 

SIN 

ORDE

N 

SATANIN 

1/Selcon3/dataset SP175 

0,807 0,547 0,213 -0,002 -0,001 0,093 0,141 

SATANIN 

1/Selcon3/dataset 

SMP180 

0,547 0,213 -0,003 -0,001 0,093 0,143 0,879 

SATANIN 

1/Selcon3/dataset7 

0,713 0,583 0,222 -0,002 -0,001 0,050 0,141 

SATANIN 

1/Selcon3/dataset 4 

0,703 0,584 0,222 -0,002 -0,001 0,049 0,140 

SATANIN 1/Contin-

LL/datasetSP175 

0,375 0,944 0,000 0,000 0,051 0,001 0,000 

SATANIN 1/Contin-

LL/dataset 7 

0,304 0,794 0,194 0,000 0,012 0,000 0,000 
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SATANIN 1/Contin-

LL/dataset 4 

0,304 0,957 0,013 0,000 0,030 0,000 0,000 

SATANIN 

2/Selcon3/dataset SP175 

0,821 0,546 0,213 -0,002 -0,001 0,093 0,141 

SATANIN 

2/Selcon3/dataset 

SMP180 

0,891 0,548 0,212 -0,002 -0,002 0,093 0,142 

SATANIN 

2/Selcon3/dataset7 

0,722 0,583 0,222 -0,002 -0,001 0,050 0,141 

SATANIN 

2/Selcon3/dataset 4 

0,713 0,583 0,221 -0,002 -0,001 0,050 0,141 

SATANIN 2/Contin-

LL/datasetSP175 

0,316 0,000 0,000 0,082 0,572 0,346 0,000 

SATANIN 2/Contin-

LL/dataset 7 

0,286 0,940 0,052 0,008 0,000 0,000 0,000 

SATANIN 2/Contin-

LL/dataset 4 

0,286 0,000 0,000 0,000 0,448 0,552 0,000 

CURVICINA/Selcon3/dat

aset SP175 

0,714 0,583 0,221 -0,001 -0,001 0,050 0,141 

CURVICINA/Selcon3/dat

aset SMP180 

0,892 0,548 0,212 -0,002 -0,002 0,093 0,142 

CURVICINA/Selcon3/dat

aset7 

0,724 0,583 0,222 -0,001 -0,001 0,051 0,142 

CURVICINA/Selcon3/dat

aset 4 

0,724 0,583 0,221 -0,001 -0,001 0,051 0,142 

CURVICINA/Contin-

LL/datasetSP175 

0,341 0,727 0,273 0,000 0,000 0,000 0,000 
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CURVICINA/Contin-

LL/dataset 7 

0,320 0,000 0,001 0,041 0,220 0,738 0,000 

CURVICINA/Contin-

LL/dataset 4 

0,320 0,000 0,170 0,054 0,305 0,470 0,000 

 

Anexo 3. Concentración mínima inhibitoria (CMI) y concentración bactericida 

mínima (CBM) en microgramos por mililitro (µg/mL) de los péptidos Satanin 1, 

2, y Curvicina frente a bacterias Gram-negativas, Gram-positivas, hongos, y 

Mycobacterium tuberculosis extracelular. NI: no identificado. 

 

Microorganismos Satanin 1 

 (µg/mL) 

Satanin 2 

 (µg/mL) 

Curvicina 

 (µg/mL) 

CMI CBM CMI CBM CMI CBM 

Gram-

negativas 

Escherichia coli 

ATCC 25922 

3,12  3,12   6,25  6,25  6,25  12,5  

Pseudomonas 

aeruginosa 

ATCC 105663 

6,25  >6,25  6,25  12,5  6,25  12,5  

Klebsiella 

pneumoniae 

ATCC BAA 

170513 

3,125  >6,25  6,25 >6,25   3,125  NI 

Gram-

positivas 

Staphylococcus 

  aureus ATCC 

29213 

50  >50  >100  NI >100  NI 

Enterococcus 

  faecalis ATCC 

29212 

25  >25  >100  NI >100  NI 
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Levadura Candida 

parapsilosis 

ATCC 22019 

50  >50 >100  NI >100 NI 

Mtb 

Extracelular  

Mycobacterium 

tuberculosis 

H37Rv ATCC 

27294 

>100  NI >100  NI >100  NI 

Mycobacterium 

tuberculosis 

MDR 

>100 or 

>22,99 

NA >100 

or 

>23,18 

NA 

  

>100 

or 

>22,66 

NA 

 

Anexo 4. Concentración mínima inhibitoria (CMI) y concentración bactericida 

mínima (CBM) en micromolar (µM) de los péptidos Satanin 1, 2, y Curvicina 

frente a bacterias Gram-negativas, Gram-positivas, hongos, y Mycobacterium 

tuberculosis extracelular. NI: no identificado. 

 

Microorganismos 

Satanin 1 

(µM) 

Satanin 2 

(µM) 

Curvicin 

(µM) 

MIC MBC MIC MBC MIC MBC 

Gram-

negativas 

E. coli ATCC 

25922 0,7173 0,7173 1,45 1,45 1,4161 2,83 

P. aeruginosa 

ATCC 105663 1,43 >1,43 1,45 2,9 1,4162 2,83 

K. pneumoniae 

ATCC BAA 

170513 0,7173 >1,43 1,45 >1,45 0,7069 NI 

Gram-positivas 

S. 

aureus ATCC 

29213 11,49 >11,49 >23,18 NI >22,66 NI 

E. 

faecalis ATCC 

29212 5,75 >5,75 >23,18 NI >22,6 NI 

Levadura C. parapsilosis 

ATCC 22019 11,49 >11,49 >23,18 NI >22,66 NI 
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Extracellular 

mycobacterium 

M. tuberculosis 

H37Rv ATCC® 

27294 >22,99 NI >23,18 NI >22,66 NI 

M. tuberculosis 

MDR >22,99 NI >23,18 NI >22,66 NI 

 

 

Anexo 5. Índices terapéuticos (IT) de Satanin 1, 2, y Curvicina en eritrocitos 

humanos, células VERO y HaCaT, vs E. coli, P. aeruginosa, K. pneumonie, S. 

aureus, E faecalis y C. parapsilosis. IT (μg/mL) = IC50/CMI de bacterias, de 

acuerdo a cada péptido. 

 

Línea 

celular 

Péptidos IT de E. 

coli 

ATCC 

25922 

(μg/mL)  

 

IT de P. 

aeruginosa 

ATCC 

105663  

IT de K. 

pneumoniae 

ATCC BAA 

170513 

IT de 

S. 

  

aureus 

ATCC 

29213 

IT de E. 

  

faecalis 

ATCC 

29212 

IT de 

C. 

parapsilosis 

ATCC 22019 

Eritrocitos 

humanos 

 

Satanin 1 60,096 
30 60,0961 7,5 7,5 3,75 

Satanin 2 51,376 51,376 51,376 NA NA NA 

Curvicina 79,488 79,488 159,230 NA NA NA 

Células 

Vero 

Satanin 1 39,776 19,856 39,775 4,964 4,964 2,482 

Satanin 2 42,944 42,944 42,944 NA NA NA 

Curvicina >80 80 160,256 NA NA NA 

PBMCs 

humanos 

Satanin 1 55,3 27,632 55,3525 6,908 6,908 3,454 

Satanin 2 67,9 67,984 67,984 NA NA NA 

Curvicina >80 80 160,256 NA NA NA 
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Células 

HaCaT 

Satanin 1 130,2 65,04 130,288 16,26 16,26 8,13 

Satanin 2 >80 
80 80 NA NA NA 

Curvicina >80 80 160,256 NA NA NA 

 

 

 
 

Anexo 6. Alineamiento de 40 secuencias de péptidos alfa hélice de los 

órdenes Diptera, Lepidoptera and Coleoptera, incluyendo a Satanin 1, 2 y 

Curvicina. El patrón de color de los residuos es: Negro = Hidrofobicos, no 

polares y no cargados; Azul = positivos; Rojo = Negativos; Verde = Polares e 

hidrofilicos.  
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Anexo 7. Síntesis de Satanin 1 (A); Satanin 2 (B) y Curvicina (C). Perfiles de 

elución de péptidos sintéticos arriba y espectro de masas de péptidos puros 

abajo. Los péptidos fueron sintetizados a escala de 0,1 mmol en el sintetizador 

de Protein Technologies, Inc, Tucson, AZ usando síntesis de fase sólida 

(SPPS). 

 

 

 

 

Anexo 8. Alineamiento de Satanin 1, 2 y Curvicina con otras cecropinas que 

conservan triptofáno (W), y fenilalanina (F) en el N-terminal. En el documento 

de Lee E et al, 2013, se ha asociado la cadena lateral de los residuos W y F 

en papiliocina y cecropina a interacciones con LPS. 
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Anexo 9. Artículos publicados  

“Novel antimicrobial cecropins derived from O. curvicornis and D. satanas dung 

beetles”  

 

“New Insect Host Defense Peptides (HDP) From Dung Beetle (Coleoptera: 

Scarabaeidae) Transcriptomes” 
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Anexo 10. Certificación de pasantía internacional. 
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