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Resumen

Los péptidos defensivos de las secreciones de la piel de anfibios han generado un gran
interés en el mundo por su capacidad antibacteriana, antifungica, antiprotozoos,
cicatrizante de heridas, antioxidante, e incluso anticancerigena. Entre ellos, los péptidos
antimicrobianos (AMPs), son considerados como una alternativa terapéutica potencial
contra las infecciones causadas por microorganismos resistentes a los antibioticos
convencionales. En la familia de anfibios Phyllomedusidae, se han descrito nuevos AMPs,
con una fuerte actividad antimicrobiana, con poca o ninguna actividad hemolitica,
considerandolos potenciales para el desarrollo clinico. En Ecuador, existen especies
pertenecientes a esta familia, con potencial biomédico, que se encuentran en peligro de
extincidn e inexploradas como fuente de nuevos AMPs, como Callimedusa ecuatoriana. En
este estudio, se reporta por primera vez el analisis del potencial antimicrobiano de la
secrecidn cutanea de C. ecuatoriana, mediante el fraccionamiento por cromatografia
liqguida de alta precision (HPLC), ensayos antimicrobianos y espectrometria de masas
asistida por matriz (MALDI-TOF MS). Ademas, se reporta la estructura primaria del primer
péptido (lkiam 2599) de la piel de C. ecuatoriana obtenida por clonaje molecular. A partir
del andlisis de su secuencia precursora con la de péptidos descritos, se identificd que el
péptido lkiam 2599 pertenece a la familia recién descrita Picturinas. El péptido sintético
Ikiam 2599 carece de actividad hemolitica y antibacteriana contra Escherichia coli y
Staphylococus aureus. Adicionalmente, no presenta actividad antifingica. Este estudio
demuestra la importancia biomédica de la secrecidon cutanea de C. ecuatoriana,
evidenciando el potencial de la diversidad biolégica y molecular inexplorada en especies

endémicas del Ecuador.

Palabras claves: secrecion cutanea, actividad antimicrobiana, clonaje molecular, péptidos

defensivos, pliegue de prolina.
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Abstract

Defensive peptides from amphibian skin secretions have generated great interest in the
world for their antibacterial, antifungal, antiprotozoal, wound healing, antioxidant, and
even anticancer capabilities. Between them, antimicrobial peptides (AMPs) are considered
as a potential therapeutic alternative against infections caused by microorganisms resistant
to conventional antibiotics. In Phyllomedusidae family, new AMPs have been described,
with strong antimicrobial activity with low or no hemolytic activity, considering them
potential for clinical development. In Ecuador, there are species belonging to this family,
with biomedical potential that are in danger of extinction and unexplored as a source of
new MPAs, such as Callimedusa ecuatoriana. This study reports for the first time analysis
of the antimicrobial potential of C. ecuatoriana cutaneous secretion through fractionation
by high performance liquid chromatography (HPLC), antimicrobial assays and matrix-
assisted mass spectrometry (MALDI-TOF MS). In addition, the primary structure of the first
peptide (lkiam2599) from C. ecuatoriana skin obtained by molecular cloning is reported.
From the analysis of its precursor sequence against described peptides, it was identified
that lkiam2599 peptide belongs to the recently described Picturin family. The synthetic
peptide Ikiam2599 lacks hemolytic and antibacterial activity against Escherichia coli and
Staphylococus aureus: additionally, it lack antifungal activity. This study demonstrates the
biomedical potential of the C. ecuatoriana cutaneous secretion, also showing the potential

of unexplored biological and molecular diversity in endemic species of Ecuador.

Keywords: skin secretion, antimicrobial activity, molecular cloning, defensive peptides,

proline kink.
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CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1 Antecedentes

1.1.1 Péptidos de la secreciones cutdneas de anfibios

Los anfibios viven en microambientes cdlidos y humedos, favorables para el
crecimiento de bacterias y hongos potencialmente patdgenos. Estos animales
desarrollaron un sistema de defensa que protege su piel de la invasiéon de estos
microorganismos, y que esta basado en componentes bioactivos en las secreciones de su
piel [1]. Las glandulas exdcrinas dérmicas de los anfibios son las responsables de secretar
grandes cantidades y variedades de hormonas y péptidos bioactivos, que son liberados
sobre la superficie de su piel [2,3]. La liberacidén de estas biomoléculas se da a través de la
ruptura de la membrana plasmatica y la extrusion de los granulos secretores a través de un
conducto que se abre a la superficie [3]. Los péptidos secretados por glandulas granulares
han destacado por su rol en la protecciéon de peligros ambientales, patdgenos y en la
cicatrizacién de heridas, pero también presentan otros efectos biolégicos en la ecologia de
los anfibios (Figura 1) [4,5]. Ademas, cada especie de anfibio produce su propio set de
péptidos genéticamente codificados y de secuencia definida, convirtiendo a las secreciones
de anfibios en una fuente importante de péptidos bioactivos con funciones potenciales

para la aplicacién biomédica o biotecnoldgica.
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Figura 1. Multiples funciones de los péptidos bioactivos en la piel de los anfibios.

Modificado de Xu & Lai, 2015 [5].

En las Ultimas décadas los componentes bioactivos de las secreciones de anfibios,
en especial péptidos, han tenido un importante interés investigativo. Se ha discutido la
estructura y funcién bioldgica de mas de 100 categorias de péptidos bioactivos de la piel
de anfibios [5]. Los péptidos de las secreciones de la piel de anfibios difieren en secuencia
y funcién dentro de la fisiologia de los anfibios. Las aplicaciones biomédicas mas relevantes
descritas hasta la actualidad en péptidos incluyen a los AMPs de amplio espectro, que se
han considerado incluso en tratamientos alternativos contra microorganismos
farmacorresistentes [6]. Ademds se reportan importantes péptidos con actividad
anticancerigena [7], analgésica y antiinflamatoria [8], cicatrizante [9], antioxidante [10],
efectora de hemostasia [11], entre otros. Una base de datos de péptidos defensivos de

anfibios DADP ( http://split4.pmfst.hr/dadp/ ; ingresado el 27 de abril de 2021) contiene



http://split4.pmfst.hr/dadp/

2571 entradas correspondientes a 1923 secuencias diferentes de péptidos de anuros

incluidos AMPs y otros péptidos defensivos [12].

1.1.2 Péptidos antimicrobianos: estructuray funcién

Los péptidos antimicrobianos son cadenas cortas formadas por aminoacidos
producidos por la mayoria de los seres vivos, pero difieren en secuencia de aminoacidos y
estructura secundaria, por lo que no se ha podido identificar dominios invariables
asociados con su actividad bioldgica [1]. Sin embargo, independientemente de su origen
bioldgico, todos los AMPs comparten ciertas caracteristicas fisicoquimicas comunes. La
mayoria de los AMPs varian en tamafio de 12 a 50 residuos de aminodcidos [13-15], lo que
los hace candidatos a optimizacidon estructural y a sintesis quimica para potenciar su
actividad bioldgica [13-16]. La mayoria de los péptidos antimicrobianos conocidos son
catidnicos, es decir tienen una carga neta positiva a pH fisiolégico y es debido a la presencia
de multiples residuos de arginina y lisina [1,15,17]; son hidréfobos, debido a la presencia
de al menos 50% de aminoacidos apolares. Ademads, la mayoria de ellos son lineales con
potencial de formar estructuras hélices a u hojas B anfipaticas o anfifilicas a menudo
inducidas por la interaccion con fosfolipidos de membrana de la célula diana, mientras que

otros son ciclicos debido a la presencia de enlaces disulfuro o tioéteres [16-18].

Se han definido dos rutas generales para describir el mecanismo de accién de los
AMPs, y ambas empiezan con la interaccidon electrostatica de los péptidos catidnicos con
las membranas bacterianas [18,19]. Luego de esta primera interaccién los mecanismos
divergen. En la primera ruta existe una perturbacién de la integridad de la membrana

citoplasmatica de los patégenos, a estos péptidos se los denomina AMPs activos de



membrana, [13,16,17]. En la segunda ruta existe la introducciéon del péptido al citoplasma

bacteriano, y se los denomina AMPs intracelularmente activos [13,20].

Los péptidos antimicrobianos han demostrado ser un componente principal en la
defensa contra predadores, microorganismos patdgenos y reparacién de heridas de la piel
de anfibios[15]. Se ha descrito que los AMPs de anfibios presentan un rapido efecto letal y
una amplia actividad antibacteriana, antifungica y antiprotozoaria. Los AMPs son capaces
de penetrar y destruir su membrana plasmatica y/o inactivar varios objetivos
intracelularmente, evitando que los microorganismos desarrollen resistencia al péptido
[15,16]. Por lo que se ha propuesto a los AMPs de anfibios como candidatos ideales para la

aplicacion terapéutica con el creciente problema del abuso de farmacos [15].

Hasta el 2020, se han descrito 3257 péptidos antimicrobianos de diferentes fuentes
bioldgicas y sintéticas, incluidos 1120 péptidos activos derivados de anfibios. Estas cifras se
encuentran registradas en la base de datos especializada de AMPs APD3

(https://wangapd3.com/main.php ; ingresado el 27 de abril de 2021) [21]. La investigacion

en AMPs ha crecido a lo largo de los afios, que en la actualidad existen bases de datos como

LAMP2 (http://biotechlab.fudan.edu.cn/database/lamp/index.php ; ingresado el 27 de

abril de 2021) que incluyen 23253 secuencias de péptidos de desarrollo experimental, de
predicciones y registrados en patentes [22]. Entre las actividades que presentan estos
AMPs se encuentran antibacterianos, antibiofilm, anti-MRSA, anti-Tuberculosis, anti-
endotoxina, anti-toxina, antivirales, anti-VIH, antifingicos, antiparasitarios, antimaldricos,
anticancer, antidiabéticos, curativos de heridas, quimiotdcticos, antiinflamatorios,
espermicidas, insecticidas, inhibidores de los canales de iones, inhibidores de la proteasa,

antioxidantes y péptidos sinérgicos [21]. Por ejemplo, las dermaseptinas son AMPs de 24-


https://wangapd3.com/main.php
http://biotechlab.fudan.edu.cn/database/lamp/index.php

34-mer aislados de anfibios, y presentan actividad contra bacterias, levaduras, protozoos
como Trypanosoma cruzi o Plasmodium falciparum, virus como el Herpes simple tipo 2 y
contra hongos filamentosos de los géneros Alternaria, Cercospora, Fusarium,
Phytophthora, Pythium, Rhizoctonia y Verticillium [23—-27]. Gracias a este amplio espectro
de actividad, actualmente se considera a los AMPs como una alternativa a las terapias
clasicas o incluso, en terapias complementarias en tratamientos contra enfermedades

infecciosas resistentes [20,28].

1.1.3 Péptidos en Phyllomedusidae y su potencial biomédico

En la familia Phyllomedusidae [29] se han reportado 196 péptidos bioactivos, de los
cuales 149 fueron identificados en el género Phyllomedusa spp., 33 en el género
Phasmahyla spp., 12 en el género Agalychnis spp., y 2 en el género Hylomantis spp. En los
géneros Callimedusa spp., Pithecopus spp., Cruziohyla spp., y Phrynomedusa spp. no se
presentan registros hasta la fecha de acceso en la base de datos DADP (ingresado el 27 de
abril de 2021) [12]. Los péptidos de esta familia pertenecen a 5 categorias de péptidos
bioactivos: antimicrobiana, liberadoras de insulina, analgésicos, miotrdpicos e inhibidores

de proteinasas.

En Phyllomedusidae se han descrito un total de 93 péptidos con actividad
antimicrobiana, clasificados en las familias: Dermaseptinas, Dermatoxinas, Phylloseptinas,
Phylloxinas y Plasticinas [2]. Hasta el 2011 un Unico péptido derivado de Magainina, aislada
de la piel de la rana africana Xenopous laevis, ingresé a los ensayos clinicos de fase Il bajo
el nombre de MSI-78 o Pexiganan. Este péptido habia sido analizado para el tratamiento
topico de las Ulceras del pie diabético, pero en 1999 la FDA denegé su aprobacién ya que

se requerian mas ensayos clinicos [30]. Locilex® (crema de Pexiganam al 0,8%, Dipexium



Pharmaceuticals co.) se convierte en el primer antibiético en fase clinica Ill de la FDA para
el tratamiento de infecciones leves del pie diabético [31]. Patentes chinas de Song y sus
colaboradores, en 2001-2012, describen AMPs altamente catidnicos aislados de la piel de
Rana nigromaculata y R. chensinensis, pero carecen de informacidon sobre la citotoxicidad
de los AMPs descubiertos. En el 2015, Jiang y colaboradores presentaron una patente para
Dermaseptinas, aislados de las secreciones de la piel de Phyllomedusa [32]. En el mismo
afio otra familia de AMPs de anfibios Phylloseptinas, aisladas de la piel de la rana amazdnica
Phyllomedusa hypochondrialis, fue patentada por Ribeiro de Paiva y colaboradores [33]. Se
encontré que las Phylloseptinas son mas efectivas para matar bacterias patdgenas (S.
aureus, P. aeruginosa, Enterococcus faecalis) que los antibidticos estandar y presentan

escasa toxicidad a 128 pg / ml.

1.2 Planteamiento del problema

El desarrollo de antimicrobianos revoluciond la medicina moderna al permitir
avances en todos los aspectos de la medicina clinica, incluidos partos mas seguros,
procedimientos quirurgicos, trasplantes de drganos y regimenes de quimioterapia [31]. Sin
embargo, la resistencia antimicrobiana (AMR por sus siglas en inglés) aparecié poco tiempo
después del desarrollo de los primeros antibidticos en 1950 [32]. Como resultado de la
AMR, las infecciones bacterianas se han convertido nuevamente en una amenaza clinica
importante [33]. Las consecuencias de la resistencia a antibidticos, antiflingicos, antiviricos,
antipaludicos o antihelminticos, se observan a nivel mundial en multiples sectores sociales,
econémicos y ambientales. El uso excesivo de antibiéticos en el sector agricola, y ganadero

genera un impacto negativo en la salud humana y la soberania alimentaria [34—36]



Desde hace décadas se plantea la necesidad de buscar nuevas moléculas bioactivas
de fuentes naturales diversas que permitan el desarrollo de alternativas terapéuticas a los
tratamientos existentes. La piel de los anfibios es una de ellas, hasta el momento se han
logrado identificar compuestos con propiedades analgésicas, antiinflamatorias,
antidiabéticas, anticancerigenas, antibidticas, antivirales y antifungicas [6—8,26,37,38]. Se
ha demostrado también novedosas aplicaciones en la recuperacién de heridas antioxidante
y efectores de hemostasia, que posibilita la aplicacién biomédica y biotecnolégica de los

péptidos bioactivos de las secreciones cutaneas de anfibios [9-11].

Se estima que existen mas de 100 000 compuestos bioactivos en las secreciones de

la piel de los anfibios, pero la IUCN (https://www.iucnredlist.org ; ingresado el 28 de abril

de 2021) estima que alrededor del 41% de las especies de anfibios estan en peligro de
extincion [5,39]. Una de las estrategias para la conservacion de anfibios es resaltar las
potenciales aplicaciones de sus recursos genéticos y protegerlos por su valor farmacéutico
promisorio [40]. Lo cual permitiria aportar soluciones a problematicas humanas, como la
resistencia que presentan los patdgenos a las terapias antimicrobianas clasicas, que pone

en riesgo todo el sistema de salud mundial actualmente.

Sin embargo, hasta ahora existen especies pertenecientes a esta familia que
permanecen sin ser estudiadas. Callimedusa ecuatoriana, anteriormente Phyllomedusa
ecuatoriana, es una especie endémica del sureste de la Amazonia ecuatoriana que pasé en
2016 a pertenecer al nuevo género Callimedusa spp. [29]. C. ecuatoriana (Figura 2a)
actualmente se encuentra amenazada por la pérdida de su habitat en la cordillera del
Céndor [41]. La amenaza en la que se encuentran las poblaciones de esta especie y la falta

de investigacion de sus recursos genéticos, ponen en peligro de extincidn, junto con la


https://www.iucnredlist.org/

especie, toda su riqueza genética. Hasta el momento el pais esta desaprovechando el alto
potencial de aplicabilidad biomédica de esta y otras especies endémicas, puesto que no se
ha estudiado el potencial farmacolégico que pueden tener los recursos genéticos de

Callimedusa ecuatoriana.

1.3 Justificacidn de la investigacion

La piel de anfibios es una fuente promisoria de compuestos bioactivos de interés

farmacoldgico y biotecnoldgico.

1.3.1 Recursos Genéticos en Ecuador: Callimedusa ecuatoriana

Los anfibios son recursos valiosos para el Ecuador por su importancia ecoldgica, cultural y
por el potencial que tienen para contribuir al bienestar de la humanidad. Se considera que Ecuador
es el pais con la diversidad de anfibios mds alta por unidad de area, con aproximadamente 2440
especies por cada milldn de km2: esto lo convierte en el pais con la concentracién mas variada de
ranas y sapos del planeta [42]. Ademas, alberga a la cuarta fauna de anfibios mas numerosa a nivel
mundial, con un total de 622 especies descritas hasta inicios de 2019 [42,43]. Actualmente en el
pais, a pesar de la riqueza de anfibios, 188 de estas especies se encuentran en peligro de extincion.
De un total de 253 anfibios endémicos ecuatorianos, 134 se encuentran incluidos en la lista roja de
especies en peligro de extincién [43]. Dentro de las prioridades para la conservacidn que establecen

los herpetdlogos en Latinoamérica, se encuentra el desarrollo de investigacién en torno a los

anfibios para dar importancia y salvaguarda a sus recursos genéticos [44].

En Ecuador se han realizado muy pocos estudios en torno al potencial biomédico
de los AMPs de anfibios, a pesar de la alta diversidad de estos organismos y del peligro de
extinciéon en el que se encuentra su riqueza endémica. Se ha estudiado la actividad

anticancerigena, antibacteriana y antifingica de secreciones de anfibios pertenecientes a



las familias Bufonidae, Dendrobatidae, Hemiphractidae, Hylidae, Ranidae vy
Strabomantidae directamente contra cepas fungicas [45-49]. Son pocos los estudios que
se han realizado para caracterizar molecularmente de los AMPs activos de estas
secreciones, entre ellos un estudio realizado en Cruziohyla calcarifer y Agalychnis spurrelli
[37,50]. En C. calcarifer se logré descubrir una nueva familia de 15 péptidos llamada

Cruzioseptinas, que presentan una amplia gama de actividad antimicrobiana.
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Figura 2. Espécimen de Callimedusa ecuatoriana (a). Mapa de distribucidn potencial de habitat

para C. ecuatoriana (b). Ron, S. R., y Read, M. (2019).



En este estudio nos enfocaremos en el estudio de la especie Callimedusa
ecuatoriana, primero porque pertenece a la familia Phyllomedusidae y por lo tanto existe
una alta probabilidad de encontrar compuestos bioactivos en sus secreciones cutaneas y
segundo porque es una especie endémica amenazada [29,41]. Su distribucidn actual se
restringe a cuatro localidades en las estribaciones de estribaciones orientales amazdnicas
de los Andes, en la provincia de Morona-Santiago y Zamora Chinchipe en Ecuador, de 1500
a 1890 msnm (Figura 2b) [51]. Esta especie se encuentra amenazada por la pérdida de
habitat y mineria a cielo abierto, por lo cual esta podria ser la Unica oportunidad de estudiar
sus secreciones y caracterizar sus compuestos. Ademas, esto permitird salvaguardar sus
recursos genéticos los cuales pueden tener potencial biomédico para el desarrollo de

nuevos terapéuticos.

1.4 Objetivos de investigacion

Objetivo Principal
Caracterizar la actividad antimicrobiana de la secreciéon cutanea de Callimedusa
ecuatoriana y la estructura primaria de al menos un péptido nuevo de la misma.

Objetivos especificos

1. Determinar la actividad antimicrobiana de la secrecidn cutdnea de Callimedusa
ecuatoriana y aislar sus compuestos mediante RP-HPLC.

2. ldentificar la masa de los péptidos aislados mediante espectrometria de masas
empleando un MALDI-TOF MS.

3. Determinar la secuencia precursora de al menos un péptido de la piel de C

ecuatoriana a través de clonaje molecular.
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CAPITULO II: MARCO METODOLOGICO

2.1 Extraccion de la secrecion cutanea de Callimedusa ecuatoriana

Los especimenes de Callimedusa ecuatoriana (n=3, dos de crecimiento en cautiverio y uno
de crecimiento en vida libre), empleados en este estudio, se obtuvieron gracias a una
colaboracidn con el Centro Jambatu de Investigacidn y Conservacion de Anfibios. Las secreciones
cutdneas se extrajeron mediante un masaje en la zona dorsal de los anfibios. Este método
estimula la secrecion del exudado de las glandulas granulares parétidas y tibiales a la
superficie de la piel [52]. La secrecién se recolectdé con agua destilada en vasos de
precipitacion estériles de 1 litro. Posteriormente la secrecion se trasvasd a tubos conicos
estériles de 25 ml y se congelaron inmediatamente a -80°C por 24h. Las secreciones fueron
liofilizadas por 3 dias en un VirTis BenchTop Pro Freeze Dryer (Sp Scientific, USA) vy
finalmente se almacenaron a -20°C hasta su analisis posterior. Los especimenes regresaron

a sus terrarios después del proceso de extraccion.

2.2 Caracterizacion de la actividad antimicrobiana de las fracciones de la

secrecion cutanea

2.2.1 Fraccionamiento de la secrecidén cutanea mediante cromatografia liquida

de alta resolucion en fase reversa (RP-HPLC)

Se disolvieron 5 mg de secrecidn liofilizada en 200 pl de dH,0/acido trifluoroacético (TFA)
(99,95/0,05, v/v) y se clarifico la muestra por centrifugacion. Posteriormente, se separaron
100 pl del sobrenadante de la muestra y se inyecté manualmente en un sistema de

Cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa (RP-HPLC) con Detector UV/Vis
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2489, Bombas e inyector 2545, Colector de fracciones Il (Waters, USA). La separacién
cromatografica se realizé en una columna analitica (C18; 250 mm x 4,6 mm; 5 um; Jupiter;
USA) durante 240 minutos con un gradiente linear de elucion de 90% (dH,O/TFA)
(99,95/0,05, v/v) y 10% (acetonitrilo/TFA) (99,95/0,05, v/v) a 100% (acetonitrilo/TFA)
(99,95/0,05, v/v) a un flujo de 1ml/min. Se colectaron 240 fracciones, 1 fraccién por minuto,
empleando un colector de fracciones automatico. Posteriormente, las fracciones que
demostraron picos fueron analizadas por ensayos de actividad antimicrobiana descrita en
2.2.2 y por MALDI-TOF MS descrito en 2.2.3. La deteccién de la absorbancia (A) de cada
fraccién se realizd a 214 nm para detectar la presencia de enlaces peptidicos y 280 nm para
identificar la presencia de residuos de aminodcidos aromaticos (triptéfano, tirosina y

fenilalanina) [53].

2.2.2 Ensayos de actividad antimicrobiana de las fracciones de RP-HPLC de la

secrecion cutanea

Se realizaron ensayos de inhibicion bacteriana y antifungica con todas las fracciones de
HPLC, para lo cual primero se concentraron alicuotas de 500 pl de las fracciones
cromatograficas por centrifugacién al vacio y se resuspendieron en 14 ul de tampdn fosfato
salino (PBS); el mismo PBS se utilizé como blanco en estos ensayos. Primero, se revivieron
alicuotas de Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococus aureus ATCC 25923 y Candida
albicans en 10 ml de caldo Mueler Hinton (MHB) y se incubd a 37°C con agitacién durante
toda la noche. Al dia siguiente, se realizd un pase de los microorganismos en 20ml de MHB
y se incubé nuevamente a 37°C hasta que E. coli alcanzé 0,4 OD, S. aureus 0,2 OD y C.
albicans 0,15 OD. Se sembraron 125 ul de cada bacteria y 200 ul de la levadura en placas

Petri con Mueller Hinton Agar (MHA) y se extendid con la ayuda de un hisopo estéril en
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toda la superficie del agar. Posteriormente, se hicieron pocillos con la punta de una pipeta
Pasteur estéril para cargar luego 2 ul de cada una de las 240 fracciones por duplicado. Como
control negativo se sembraron 2ul de PBS. Las placas se incubaron a 37°C por 24 h y se
visualizd la actividad antimicrobiana por la formacion de halos de inhibiciéon de las

fracciones contra los microorganismos sembrados.

2.2.3 Andlisis de las fracciones de RP-HPLC por MALDI-TOF MS

La masa molecular de los compuestos en cada fraccidon se analizé por espectrometria de
masas de ionizacidon/desorcion laser asistida por matriz y deteccion por tiempo de vuelo
(MALDI-TOF MS) en un espectrometro Axima Confidence (Shimadzu, Japén), utilizando 5
mg/ml de 4acido a-Cyano-4-hydroxycinnamico (CHCA) en dH,O/acetonitrilo/TFA
(50/49,9/0,1, v/v/v) como matriz. En la placa de lectura, cada pocillo se cargd con 1 pul de
matriz CHCA y se dejé secar al aire, luego se cargaron 2 ul de cada fraccion de RP-HPLC y se
dejé secar previo a la insercion de la placa en el equipo. La lectura de masa se realizd en un

rango de 1000 a 3500 Da para detectar la presencia de péptido en las secreciones.

2.3 Clonaciéon molecular del precursor del péptido antimicrobiano derivado

de la libreria de ADNc de la secrecidon cutanea de Callimedusa ecuatoriana

2.3.1 Extraccion de ARNm de la secrecion

La extraccion del ARNm de la secrecién cutanea de C. ecuatoriana se realizé utilizando el
kit Dynabeads® mRNA DIRECT™ (Dynal Biotec, UK). Primero se diluyeron 5 mg de secrecion
liofilizada en 1 ml de tampdn de lisis/union celular. EIl ARNm poliadenilado se separé de la

dilucion utilizando las perlas magnéticas oligo-dT del kit. Posteriormente, se realizaron dos

13



lavados continuos a las perlas hibridadas con 500 pl de los tampones de lavado A y B del
kit. Finalmente el ARN se separd de las perlas empleando 18 ul de tampdn de elucidn (tris-
HCI) y shock término a 80°C. El ARNm aislado de la secrecidn se utilizé inmediatamente en

la construccion de la libreria de ADNc [53].

2.3.2 Construccidn de libreria de ADNc

Se empled el sistema GoScript™ Reverse Transcription System para sintetizar la primera
cadena de 3’ADNc mediante transcripcion reversa. Para favorecer la hibridacion, se
incubaron 4 pl del ARNm extraido en el punto 2.3.1 y 1 ul del primer 3'CDS (20 uM) (5'-
AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACT30VN-3’; V=A, C,0 G, N=A, T, C, o G) por 5 min a 70°C
seguidos de 5 min en hielo. A esta reaccién se afiadié 15 pul de master mix (Tabla 1). Se

prepararon 5 réplicas de esta libreria de ADNc [54].

Tabla 1. Master mix de retro transcripcion: Construccion de la libreria de ADNc.

Componente del master mix Volumen (ul)
1Rx 5 Rx
H20 PCR 5,8 29
Go Scrpit 5X buffer 4 20
MgCl2 3,2 16
dNTPs mix 1 5
Go Script Retro transcriptasa 1 5
Volumen total 15 pl 75 ul
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2.3.3 Amplificacién rapida de extremos de ADNc (RACE PCR)

A partir de la libreria de ADNc construida en el paso anterior, se realizaron 3'-RACE PCR
para obtener las secuencias nucleotidicas precursoras de los péptidos antimicrobianos que
transcribe C. ecuatoriana [55]. Para lo cual se usaron 5 ul de la libreria y 15 pl de master
mix para cada reaccion de RACE PCR (Tabla 2). Los primers forward fueron disefiado a partir
de diferentes regiones conservadas de péptidos antimicrobianas descritos en el Orden
Anura (Tabla 3), utilizados en la reaccion RACE PCR a la par con el primer reverse Nested
Universal Primer (NUP) (5’-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-3’). Cada reaccion RACE PCR se
realizé para 4Rx: La muestra y el control negativo (agua) a dos temperaturas de annealing

(Tm1yTm?2) (Tabla 3), en un termociclador con el método 3’ RACE PCR (Tabla 4).

Tabla 2. Mdster mix para RACE PCR.

Componente del master mix Volumen (ul)
1Rx 4Rx
H,O PCR 9,4 37,6
Buffer Green 5X 4 1,6
dNTPs mix (10mM) 0,4 1,6
Primer Forward* (20 mM) 0,5 2
Primer Reverse-NUP(20 mM) 0,5 2
Enzima Go Taq polimerasa 0,2 0,8
Volumen total 15 pl 60 ul

* Los primers utilizados para RACE PCR con la libreria de ADNc se enlistan en la Tabla 3

de esta seccidon con dos temperaturas de annealing probadas.
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Tabla 3. Primers empleados en RACE PCR de péptidos en las librerias de ADNc.

Tml Tm2
Primer Secuencia (°C) (°C) Bibliografia
PSA 5'-CAGCACTTTCTGAATTACAAGACCAA-3' 60 62 [37]
Dermo-PDS 5'-GACCAAAGATGTCWTTCTTGAAGAAAT-3' 59 61 [50]

Sll 5'-GAGAAGAAGCCATGAAGACTCTGA-3’ 59 61 [56]
Der-S1 5'-TGACCTTCAGTACCCAGCACTTTC-3' 55 57 [57]
Der-S2 5'-GTGGTACATAATTGATAATTGTGCT-3' 59 61 [57]
Deg-S1 5'-ACTTTCYGAWTTRYAAGMCCAAABATG-3' 59 61 [58]
Deg-S2 5'-CCMRWCATGKCTTTCHTDAAGAAATCT-3' 57 59 [59]
Deg-S3 5'-CARGGICCIATHWSIAT-3' 53 55 [60]
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Tabla 4. Método de PCR en termociclador para 3’ RACE PCR.

Proceso Temperatura Tiempo Ciclos
(°c)
Denaturacion inicial 94 1 min 1
Denaturacion 94 30s
Annealing Tm1l/Tm2* 30s 40
Extensidn 72 3 min
Extension final 72 10 min 1
Fin 4 o0 1

*Las temperaturas de annealing Tm1 y Tm2 probadas para cada primer se detallaen la

Tabla 3 del presente capitulo.

2.3.4 Visualizacion de productos de PCR por electroforesis

Los productos de PCR se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%
en TBE 1X. Se cargaron 5 pl de cada producto de PCR, su respectivo control negativo y el
marcador de peso molecular 100 pb DNA ladder (Promega, USA). Las condiciones de la
corrida de electroforesis fueron 400 mAmp y 100 V por 90 minutos. Para visualizar las
bandas de ADN, el gel se tifid durante 30 minutos en una solucién de 5 pl de Diamond Dye
en 50 ml de TBE 1X y se visualizé en un transiluminador Enduro GDS touch 1302 (Labnet,

USA) con luz azul.
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2.3.5 Purificacién de productos de RACE PCR

Los productos de PCR de la seccidon 2.3.2 fueron purificados utilizando el sistema
PureLink™ PCR Purification Kit (Invitrogen™, USA) para eliminar los dimeros de dNTPs y
restos de primers que se producen durante la reaccion de PCR. En resumen, se mezclaron
10 pl de producto de PCR y 80 pl de tampdn de unién B2 del kit y se colocaron en la columna
del kit acoplado a un tubo colector. Se centrifugd a temperatura ambiente a 10000 g por 1
min y se descarto el liquido g paso a través de la columna. Luego se colocé la columna de
regreso al tubo de recoleccién y se adicionaron 650 pl de tapén de lavado W1 a la columna.
Se centrifugd a temperatura ambiente a 10000 g por 1 min y se descarté nuevamente el
liquido, se repitid una ultima centrifugacién a velocidad maxima por 1 min antes de
descartar el tubo de recoleccion. La elucién del ADN purificado se realizé en un tubo 1,5ml
con 15 pl de Tris-HCI (10 mM a pH=8,5), colocandolo con cuidado en el centro de la
columna, se incubd a temperatura ambiente por 1 min y se centrifugé a velocidad maxima
por 2 min. Se verificd la concentracién y pureza del ADN purificado con el
espectrofotémetro Thermo Scientific™ NanoDrop™ One Microvolume UV-Vis
(Thermofisher, USA) y el volumen obtenido se reconcentrd por centrifugacion al vacio y

almacend a -20°C para ensayos posteriores.
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2.3.6 Ligacién de productos de RACE PCR con vector PGEM-T easy

Los productos de PCR purificados en la seccidén 2.3.4 se resuspendieron en 8 ul de
H.0 PCR y se homogeneizd por vértex y spin, manteniéndolo en hielo por intervalos de 30
s. Para la ligacién con el sistema pGEM-T Easy Vector [61], se prepard un master mix de
ligacién (Tabla 5). Se incubé el producto por 1 hora a temperatura ambiente y luego toda

la noche a 4°C.

Tabla 5. Master mix de ligacién con el sistema pGEM-T Easy Vector.

Componente del master mix Volumen (ul)
2X Rapid Ligation Buffer 2,5
pGEM-T Easy Vector 0,5
TADNA Ligasa (2 weiss units/ pl) 0,5
Producto de PCR purificado 1,5
Volumen total 5ul
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2.3.7 Transformacion bacteriana

La transformacién bacteriana del producto de ligacién con el vector pGEM-T Easy
de la seccidn 2.3.6 se realizd en E. coli JM109. Primero se descongeld, sobre hielo, una
alicuota de 25 ul de bacterias competentes E. coli IM109 almacenada a -80 °Cy a través de
shock térmico se transformé con 2,3 ul del producto de ligacién. Se incubd la mezcla en
hielo por 20 min, luego se llevé a una temperatura de 42 °C por 50 s para provocar el shock
térmico y finalmente se colocd sobre hielo por 2 min. Las muestras se incubaron en 950 ml
de medio SOC a 37 °C con agitacidon de 150 rpm por 2h y 30 min. Se sembraron al menos 4
placas con 100 pul de cultivo en placas con medio MacConkey suplementado con ampicilina

(100 pg/ml), las placas se incubaron por 18h a 37°C.

2.3.8 Seleccion de colonias transformadas

Se seleccionaron las colonias blancas (Lac negativas, resistentes a ampicilina) y se
volvieron a sembrar por estriado en nuevas placas con agar MacConkey suplementadas con

ampicilina (100 pg/ml).

2.3.9 Aislamiento del ADN recombinante

La extraccion del ADN recombinante se realizéd mediante la técnica de hervido. Para
lo cual se resuspendié cada colonia estriada de color blanco en el paso anterior en 20 ul de
agua estéril. La lisis bacteriana se provocd incubando las muestras a 100°C por 5 miny luego
se provocé shock térmico en hielo por 5 min para la precipitacidon del ADN. Se separé el
ADN por centrifugacién del lisado a 14000 rpm por 10 min y se recuperd el sobrenadante

con el ADN recombinante suspendido.
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2.3.10 Amplificacién de ADN recombinante mediante PCR

El ADN recombinante se amplificé por PCR utilizando los primers Forward M13F (5’-
GTAACGCCAGGGTTTTCCCAC-3’) y Reverse M13R (5-TGTGAGCGGATAACAATTTCAC-3'). Se
prepararon 23,75 ul de master mix (Tabla 6) y se adicionaron 1,25ul de ADN recombinante.
Se empled agua en lugar de ADN para el control negativo y ADN control para el control

positivo. La reaccion de PCR se realizé utilizando el perfil térmico descrito en la Tabla 7.

Tabla 6. Master mix de Cloning PCR de plasmidos recombinantes.

Componente del master mix Volumen 1Rx (ul)

H.0 grado PCR 15,5
5X Buffer Green 5

dNTPs (10 uM) 0,5
primer forward M13F 1,25
primer reverse M13R 1,25
enzima Go Taq polimerasa 0,25

Volumen total 23,75 ul
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Tabla 7. Método de PCR en termociclador para Cloning PCR.

Proceso Temperatura Tiempo Ciclos
(°C)
Denaturacion inicial 94 1 min 1
Denaturacion 94 30s
Annealing 55 30s 35
Extensidn 72 3 min
Extension final 72 10 min 1
Fin 4 o 1

2.3.11 Visualizacién por electroforesis de productos de Cloning PCR

Los productos de PCR se visualizaron por electroforesis en gel de agarosa al 2%

con TBE 1X como se detalla en la seccién 2.3.4.

2.4 Secuenciacion

Se seleccionaron los productos clonados con un peso mayor a 500 pb y se
secuenciaron por el método Sanger (Servicios de laboratorio, Universidad de las Américas,
Quito, Ecuador). Se enviaron alicuotas de aproximadamente 20 pl de los productos de
Cloning PCR de la seccién 2.3.10. Utilizando los primers M13F y M13R para la identificacion
del ADN clonado en la seccién 2.3 que codifica a los precursores biosintéticos de péptidos

antimicrobianos.
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2.5 Analisis bioinformaticos de las secuencias

Las secuencias nucleotidicas obtenidas se analizaron en el software de acceso libre
MEGA X. Primero se evalué que la lectura de las secuencias obtenidas sea correcta, con un
pico unico de lectura por cada nucledtido. Se identificé la secuencia “AAT TCG AT” como
inicio de la secuencia inserta en las lecturas forward (con el primer M13F) y se eliminé las
secuencias después de la cola de poli A en la secuencia inserta. Se identificd la secuencia
“TAG TGA T” en las lecturas reverse (con el primer M13R) y se elimind las secuencias
después de la cola de poli T en la secuencia inserto. Las secuencias nucleotidicas limpias se
tradujeron a secuencia de aminoacidos y se hizo un alineamiento basico local en BLAST/n
y BLAST/p para comparar la secuencia nucleotidica y de aminoacidos con la base de datos
del Centro Nacional de Informacidn para Biotecnologia (Altschul S., Gish W., Miller W.,
Myers E., Lipman D., NCBI). La masa tedrica del péptido se calculd en el servidor de acceso
libre en linea Peptide Mass Calculator Vv 3.2

(http://rna.rega.kuleuven.be/masspec/pepcalc.htm). La prediccion de la estructura

secundaria del péptido se llevd a cabo en SOPMA (https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-

bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_sopma.html) , y las propiedades fisicoquimicas

en Bachem Peptide Calculator (https://www.bachem.com/knowledge-center/peptide-

calculator/) 'y Heliquest (https://heliguest.ipmc.cnrs.fr/cgi-bin/ComputParams.py).

Finalmente se realizo el modelo de prediccion rueda helicoidal alfa del péptido utilizando

Heliquest.
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2.6 Sintesis de péptido en fase sdlida (SPPS)

Un péptido nuevo lkiam 2599 identificado por clonaje molecular (seccién 2.4) fue
sintetizado quimicamente empleando un Sintetizador automatico de péptidos (Liberty Blue
Automated Microwave Peptide Synthesizer, CEM, USA), utilizando la estrategia Fmoc (9-
fluorenil-metoxicarbonita) en fase sélida. Para sintetizar 0,1mMol del péptido acido se
empled 0,2 g de resina CI-TCP (Cl) ProTide Resin (CEM, USA) y N, N'dimetilformamida como
solvente para la sintesis. Los grupos protectores Fmoc fueron removidos durante la sintesis
con piperidina 20%. Oxyma y DIC (N, N’-diisopropilcarbodiimida) fueron empleados en el
acoplamiento. Finalizada la sintesis, 3 h 30 min después, se mezcld la resina unida al
péptido con 5 ml de un coctel de clivaje TFA/TIPS/DODT/H,0 (92,5/2,5/2,5/2,5 v/v/v/v). La
mezcla se incubd en el sistema microondas del sintetizador por 30 min a 38°C para
completar el clivaje y desproteccién del péptido sintético. El péptido se separd por
precipitacion utilizando éter frio y centrifugacién. El péptido sintético se purificé por HPLC

de fase reversa y su pureza fue confirmada por MALDI-TOF MS.

2.7 Ensayos antimicrobianos: Determinacion de la concentracién inhibitoria

minima

Se determind la concentracion minima inhibitoria (MIC) del nuevo péptido sintético
contra Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923 y la levadura
Candida albicans [53]. Para iniciar, los microorganismos se cultivaron a 37°C en medio MHB
a 150 rpm por 16-24h. Subsecuentemente se subcultivaron 500 pl en 50 ml de medio MHB
fresco y diluyeron en MHB para alcanzar 108 UFC/ml de los microorganismos. Luego, 198 pl

de cada microorganismo fue cultivado con 2 pl de péptido en diluciones seriadas (1 a 512
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x 10> mg/L) en placas de 96 pocillos. Se emplearon dos controles negativos: el primero
contenia 200 pl de MHB sin bacterias y el segundo 2 pl de DMSO que fue el diluyente del
péptido. Se realizaron 7 réplicas en este ensayo. Los cultivos se incubaron a 37°C durante
toda la noche. El crecimiento de los microorganismos se detecté mediante la absorbancia
a 550 nm empleando un lector de microplacas GloMax® 96 Microplate Luminometer

(Promega, USA).

2.8 Ensayos de hemdlisis

Para determinar la actividad hemolitica del nuevo péptido sintético se siguid el protocolo
de Oddo & Hassen (2017) modificado [62]. Se empled una solucion de gldbulos rojos
humanos heparinizados en PBS (4%) y las mismas concentraciones obtenidas por diluciones
seriadas del péptido sintético analizadas en los ensayos MIC en el apartado 2.7. En tubos
de 1,5ml, se colocaron 200 pl de la solucién de gldbulos rojos al 4% y se adicionaron 200 pl
de cada dilucién del péptido sintético. Como control negativo se emplearon 200 ul de PBS
sin péptido y como control positivo se adicionaron 200 pl de tritdon X-100 (Sigma Aldrich,
USA). Se realizaron 5 réplicas de cada tratamiento y se incubaron a 37°C por 2 h.
Posteriormente, los tubos se centrifugaron a 1000 g por 5 minutos y el sobrenadante se
transfirid a placas de 96 pocillos. La lectura se realizd a 550 nm en un lector de placas
GloMax® 96 Microplate Luminometer (Promega, USA). El porcentaje de hemodlisis se

calculé de la siguiente manera:
%Hemolisis= (A-Ao)/(Ax-Ao)*100

Ddénde A es la OD de las muestras con la concentracién del péptido, Ao es la OD del control

negativo y Ax es la OD del control positivo.
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CAP[TULO Ill: PRESENTACION DE DATOS Y RESULTADOS

3.1 Caracterizacion de la actividad antimicrobiana de la secrecién cutanea

Se obtuvo 20 mg aproximadamente de secrecion liofilizada de los 3 especimenes empleados. 5 mg

de la secrecion de C. ecuatoriana fueron fracciones por HPLC, que resulté en 240 fracciones de 1ml

colectadas automaticamente. En el cromatograma de HPLC se detectaron una serie de picos a 214

y 280 nm lo que evidencia la presencia de péptidos y proteinas en dichas fracciones (Figura 3). Los

ensayos de actividad antimicrobiana demostraron que 8 fracciones (Tabla 8), sefialas en la Figura

3, presentaron actividad antimicrobiana (Figura 1, Anexos). Sin embargo, el didmetro de los halos

de inhibicién microbiana se descarta como resultado cuantitativo, debido a que no se logré

comprobar la presencia de un compuesto Unico en las fracciones y su concentracién.

Adicionalmente, por MALDI-TOF MS se identificé que los compuestos presentes en las fracciones

83-93 presentan un rango de masas de 2.050 a 3.500 Da (Tabla 8).
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Figura 3. Cromatograma de HPLC en fase reversa de la secrecién cutanea de Callimedusa

ecuatoriana fraccionada durante 240 min con deteccion dual UV a 214 nm (rojo) y 280 nm

(verde). En azul se marca las fracciones con actividad antimicrobiana.
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Cuatro de las ocho fracciones de la secreciéon cutanea que tienen actividad
antimicrobiana presentan accién dual, contra bacterias Gram negativas (E. coli) y Gram
positivas (S. aureus). En las fracciones restantes la actividad fue selectiva hacia uno u otro
patégeno. Sin embargo, ninguna de las fracciones presenté actividad antifungica contra C.
albicans (Tabla 8). El rango de masas de MALDI-TOF MS (2123.42 a 3475.21 Da) y los picos
predominantes a 214 y 280 nm de las 8 fracciones, nos hace suponer la presencia de

péptidos en estas fracciones.

3.2 Identificacién y caracterizacion estructural de péptidos de la secrecion

cutanea de C. ecuatoriana.

A través de clonaje molecular se obtuvieron las secuencias precursoras de dos
péptidos en las librerias de ADNc de la secrecion cutanea de C. ecuatoriana: un péptido no
identificado anteriormente en las bases de datos del GenBank y un péptido Phylloseptina-
TO8 descrito anteriormente en Phyllomedusa tomopterna [63,64]. Primero, el precursor
biosintético de un nuevo péptido fue clonado con éxito a partir de la libreria de ADNc
(Figura 4) utilizando el primer Dermo-PDS (Tabla 1). El marco de lectura abierto del nuevo
péptido contiene 222 nucledtidos/74 aminoacidos compuesto de cuatro dominios: el
péptido sefial en la region N-terminal el cual estd compuesto por 22 aminodacidos, un
dominio espaciador acidico de 24 residuos, un péptido maduro acido de 25 mer y una
region C-terminal no traducida. La secuencia del péptido maduro deducido es
GVFKDALKQFGAALPDKAANALKPK-OH. El precursor del nuevo péptido fue comparado con
la base de datos del NCBI a través de las herramientas BLAST/n y BLAST/p. En el BLAST/n,

no se obtuvieron resultados de alineamientos significativos con la base de secuencias
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nucleotidicas del NCBI. Luego se realizé un blast/p con la secuencia traducida empleando

el marco de lectura abierto y el filtro “Amphibia”.

Tabla 8. Actividad antimicrobiana de las fracciones de HPLC de la secrecién
cutanea de C. ecuatoriana

Actividad antimicrobiana Masa (Da)

MALDI-TOF
MS

# Fraccion
HPLC S. aureus E. coli C. albicans

(Gram +) (Gram -) (levadura)

83 + + - 3475.21

84 - + - 2123.42
2107.50
2085.40
2145.40
3452.10

85 + + - 2488.99
2450.00

86 + + - 2450.00
2488.00
2897.96
2935.50

93 - + - 2668.30
2692.30
2708.30

94 - + - 2668.30
3224.00
3226.00
2670.30

95 + - - 2069.40
2048.40

9 + + - 2069.37
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Los resultados arrojaron que el precursor del péptido lkiam 2599 resulté 71.1%
similar a Caerin 1.1 reportada en Litoria splendida con 70% de cobertura de alineamiento,
53.5% al precursor de Dermaseptin-PC (Phyllomedusa coelestis) con 95% de cobertura,
54.8% al precursor de Fallaxidin 1.1 (Litoria fallax) con 83% de cobertura y 54% con el
precursor de Frenatin 3.1 (Nyctimystes infrafrenatus) con 100% de cobertura de
alineamiento (numero de acceso ACG50815.1; QGU34109.1; B5LUQS.1; Q571VA4.1,
respectivamente). Con el alineamiento, también se detecté un dominio conservado
putativo en la region del péptido sefal (en el intervalo 2-22aa) con la superfamilia
FSAP_sig propep (numero de acceso pfam03032), una familia de péptido sefial vy
propéptidos activos de la piel de anfibios. Por el contrario, la comparacién por BLAST/p del
péptido maduro no muestra similitud significativa con esta base de datos, lo que indica que
se trata de un péptido nuevo no perteneciente a estas familias. Por lo tanto, se ha
nombrado referencialmente al nuevo péptido antimicrobiano descubierto en la secrecion
de Callimedusa ecuatoriana como lkiam 2599, dado que la masa tedrica es de 2599.47 Da

y fue identificado en la Universidad Regional Amazdnica Ikiam.

En el 2016, Proaio describid una nueva familia de péptidos antimicrobianos en
Boana picturata denominada Picturinas (PTR) [53]. El nuevo péptido Ikiam 2599 tiene una
estructura muy parecida a las secuencias precursoras de los péptidos pertenecientes a esta
familia. La comparacién de las secuencias nucleotidicas del marco de lectura abierto del
precursor de lkiam 2599 con precursores de Picturinas (Figura 7, Anexos) permitieron
identificar 1 mutacidn no sinédnima en la regién de péptido senal, y otra en la regién del
péptido maduro de lkiam 2599. La mutacién no sindnima en el coddn codificante del

aminodcido 15 del péptido maduro, ocasiona un cambio conformacional en la prediccidon
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de la estructura secundaria del péptido (Tabla 9 y 11). Al comparar las propiedades
fisicoquimicasy la prediccion de la estructura secundaria, el dominio de alfa hélice predicho
es del 80 % de los aminodcidos, en comparacion al 88% de las PTRs. También disminuye la
hidrofobicidad ligeramente del nuevo péptido (valor H de 0.236), en comparacién a las
Picturinas (H=0.71-0.306), la carga del péptido Ikiam 2599 es de +3 al igual que la Picturina

ly2.

1IATGTCTTTCT

61ATCTGTGAAG

G Y E

121GGATATGAAG

TGAAGAAATC ACTTTTCCTG

AAGAGAAAAG ACAAGAAGAA

A S E E K R G

GCTCTGTTCC TCGGAATAGT TTCCCTGTCC

D E E Y E E

GAGGAGAAGG AAGATGAAGA ATATGAAGAG

v F K D A L K Q0 F G

CAAGTGAAGA AAAGAGAGGA

P D K A A N A

GTCTTCAAAG ACGCCTTAAA ACAATTTGGT

181GCAGCACTTC

241GAGCATACTT

CTGATAAAGC TGCCAATGCT

ATCATTGATC GTGCCAGACA

CTTAAACCAA AGTAATGTCT CATCAATAAG

TATAATAAAG CATATTAATA AAAAAAAAAA

301AAAAAAAAAA AAAAAAAA

Figura 4. Secuencia nucleotidica del ADNc clonado de la secrecion cutanea de C. ecuatoriana
y su correspondiente traduccion a secuencia de aminoacidos del marco abierto de lectura
del nuevo péptido antimicrobiano lkiam 2599. El péptido sefial putativo estd subrayado
doble; el péptido maduro esta subrayado simple; el coddn de terminacién esta marcado por

un asterisco.
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Tabla 9. Alineamiento de secuencias de aminodcidos traducidas del marco abierto de lectura
del nuevo péptido lkiam 2599 vy los tres miembros de la familia Picturina descrita en Boana
picturata. En asterisco se sefialan los aminoacidos idénticos y el stop. Se resaltan en amarillo

los aminoacidos g son diferentes.

Péptido Especie Péptido senal Espaciador acidico

1 khkk Kkhkkhkhkhkhkhkkkkhhhhhkhkkkkkhkhhkhkkkkkkhkhkhkkk*x k%%
Ikiam 2599 P.ecuatoriana MSFLKKSLFLALFLGIVSLSICEEEKRQEEEEKEDEEYEEGYEASEEKR
PTR1 B.picturata = —————-— SLFLVLFLGIVSLSICEEEKRQEEEEKEDEEYEEGYEASEEKR
PTR2 B.picturata MSFLKKSLFLVLFLGIVSLSICEEEKRQEEEEKEDEEYEEGYEASEEKR
PTR3 B.picturata = ——————-— LFLVLFLGIVSLSICEEEKRQEEEEKEDEEYEEGYEASEEKR

Péptido maduro

50 kkhkkhkkkhkkhkkhkkhk Kkkhkkkkx ok

lkiam 2599 P.ecuatoriana GVFKDALKQFGAALPDKAANALKPK*
PTR1 B.picturata GVFKDALKQLGAALLDKAANALKPK*
PTR2 B.picturata GVFKDALKQFGAALLDKAANALKPK*
PTR3 B.picturata GVFKDALKQFGAALLDHFSWFCSSE*

Al comparar la secuencia del péptido maduro de lkiam2599 con la Picturina 1-3
derivadas de la secrecién de B. picturata, se identificd una similitud de 90, 94, 96 %
respectivamente, lo cual sugiere que el nuevo péptido puede ser agrupado dentro de la
familia de péptidos antimicrobianos Picturinas. El grafico de rueda helicoidal alfa predicho
(Figura 5) muestra que el nuevo péptido mantiene las caracteristicas anfipaticas de los

péptidos antimicrobianos, pero con una cara hidrofébica pequefia (A/L/L/F/F).
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Tabla 10. Alineamiento multiple del péptido maduro del nuevo péptido Ikiam 2599 con

los péptidos de la familia Picturina.

Péptido Secuencia del péptido maduro Similitud Valor  Cobertura
(%) e (%)
Ikiam 2599 GVFKDALKQFGAALPDKAANALKPK - - -
PTR1 GVFKDALKQLGAALLDKAANALKPK 92.00 le-21 100
PTR2 GVFKDALKQFGAALLDKAANALKPK 96.00 le-23 100
PTR3 GVFKDALKQFGAALLDHFSWFCSSE 93.75 le-13 64

Ademas del nuevo péptido encontrado por clonaje molecular, también se reporta
por primera vez la secuencia precursora del péptido antimicrobiano Phylloseptin-TO8 (PSN-
TO8) en C. ecuatoriana, el cual no posee registro del precursor en la base de datos de
UniProt. La secuencia de PSN-TO8 se obtuvo por secuenciacion directa y se trata de un
péptido de 19 residuos (numero de acceso P85447), descrito por primera vez en
Phyllomedusa tomopterna. El alineamiento de la secuencia precursora de PSN-TO8 con
otros miembros de la familia Phylloseptina de la base de datos del NCBI (Figura 8, Anexo) y
sus correspondientes secuencias traducidas de aminoacidos (Tabla 12) demuestra una alta
similitud de secuencia. Ademads, se identific6 1 mutacién no sinénima en la region de

péptido sefial, 1 mutacién no sindnima en la regidn del espaciador acidico y 2 mutaciones

no sinénimas en la regién del péptido maduro de PSN-TO8 encontrado en C. ecuatoriana.
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Tabla 11. Propiedades fisico-quimicas del nuevo péptido de la secrecion de C. ecuatoriana y las Picturinas relacionadas.

(L . S Alhfa Hidrofobicidad Momento Carga Masa tedrica
Péptido Secuencia de aminoacidos #AAs hélice . L neta
[H] hidrofébico [puH] [Da]
[%] [z]

1HHHHHHHHHHHHHCCHHHHHHH 25

lkiam 2599 GVFKDALKQFGAALPDKAANALKPK 25 80 0.236 0.319 3 2599.07
1HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH 25

Picturin-1 GVFKDALKQLGAALLDKAANALKPK 25 88.00 0.271 0.306 3 2581.10
1HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH 25

Picturin-2 GVFKDALKQFGAALLDKAANALKPK 25 88.00 0.275 0.309 3 2615.12
1HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH 25

Picturin-3 GVFKDALKQFGAALLDHFSWFCSSE 25 88.00 0.306 0.326 2 2615.07

*Alpha helix (H);
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Figura 5. Grafico de rueda helicoidal alfa predicho del nuevo péptido. Los residuos basicos
estan en azul, los residuos no polares (en amarillo) forman una pequefia cara hidrofébica

sefialada con la flecha.
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Tabla 12. Alineamiento multiple de secuencias de aminoacidos traducidas del marco
abierto de lectura de Phylloseptinas. En asterisco se sefialan los aminoacidos idénticos.
Los dos puntos indican conservacion entre grupos de propiedades fuertemente similares

y el punto entre grupos débilmente similares.

Péptid #Acceso  Especie Péptido senal Espaciador acidico
o n/AAs

1 ***:*********:*****************:* :***********
P.e - Callimedusa MAFFKKSLFLVLFLGLVSLSICEEEKRETEEKENEQEDDDKSEEKR
PSN- ecuatoriana
TO8

AM229010. Pithecopus

PSN-7 MAFLKKSLFLVLFLGLVSLSICEEEKRETEEEENEQEDDDKSEEKR
1/P85882.1  azureus
PSN-8 ’:x;::g;ll P.areuss ~ MAFLKKSLFLVLFLGLVSLSICEEEKRETEEEEYNQEDDDKSEEKR
LT703448.1 Phyll d
PST-PT  /siP7o164. ' ;’r ;jge U8 MAFIKKSLFLVLFFGLVSLSICEEEKRETEEKENDQEDDDKSEEKR
A .
Péptido maduro
477 * Kk Kk kx k% ..::*:***:
P.e C. FLSLIPHAINAVSALAKHFG
PSN- - ecuatoriana
TO8
PSN- /P85447.1 P FLSLIPHAINAVSALAKHF-
TO8* tomopterna
AM229010.
PSN-7 " pgsasy; P-azureus FLSLIPHAINAVSAIAKHFG
AM229011.
PSN-8 ' ocaasy P-azureus FLSLIPTAINAVSALAKHFG
LT703448.1
PST-PT  /SIP79164.  P.tarsius FLSLIPKIAGGIAALAKHLG

1
*PSN-TOS8 tiene unicamente registro del péptido maduro en la base de datos del NCBI

Finalmente, el péptido sintético Ikiam 2599 con un 83% de pureza (Figura 6), se
utilizé para los ensayos de actividad inhibitoria MIC contra E. coli, S. aureus y C. albicans
(Figura 7-9) y actividad hemolitica sobre eritrocitos humanos (Figura 10). El péptido
sintético no demostré actividad hemolitica contra gldbulos rojos en concentraciones
>2.048 mg/I (7,88x10°> uM), pero tampoco demostré actividad inhibitoria contra las dos

bacterias ni la levadura en concentraciones <2.048 mg/L (7,88x10° uM).
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Sample Name: PEPTIDO PDS_SB; Vial: 2:A.4; Injection: 1; Date Acquired: 02/03/2021
13:08:35 ECT
Peak Summary with Statistics
b) Name:
Sample | Retention .
Name Via | Inj Time (min) Area % Area | Height
1 PEPTIDOPDS SB [ 244 | 1 14880 | 5739638 | 682 | 508823
2 PEPTIDOPDS SB | 2A4 | 1 17813 | 2127945 253 259125
3 PEPTIDOPDS SB | 2A4 | 1 16.955 | &384418 750 | 328873
4 PEPTIDOPDS_SB | 2A4 | 1 15.864 | G9BE34T1 83.06 | 2009088

Figura 6. HPLC del producto de sintesis en fase sélida del péptido lkiam 2599 sintetizado
con 83% de pureza. a) Cromatograma del producto de sintesis. b) Valores estadisticos de 4
compuestos con mayores picos de absorbancia y por consiguiente mayor drea debajo la

curva; el péptido lkiam 2559 y 3 péptidos considerados como productos de sintesis no

deseados.
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Figura 7. MIC del péptido sintético Ikiam 2599 contra S. aureus.
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Figura 8. MIC del péptido sintético Ikiam 2599 contra C. albicans.
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Figura 9. MIC del péptido sintético Ikiam 2599 contra E. coli.
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Figura 10. Actividad hemolitica del péptido sintético Ikiam 2599. El Control (+):
Triton X-100 + Dimetilsulfoxido (DMSO) y el Control (-): DMSO.
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CAPITULO IV: INTERPRETACION Y DISCUSION

4.1 Primer estudio antimicrobiano en las secreciones de la piel de Callimedusa

ecuaqtoriana

En esta tesis, se reporta por primera vez la actividad antimicrobiana de la secrecién
cutanea de C. ecuatoriana contra la bacteria Gram negativa Escherichia coli ATCC 25922 y
la bacteria Gram positiva Staphyllococcus aureus ATCC 25923. Los picos cromatograficos a
214y 280 nm suponen la presencia de péptidos en las fracciones de HPLC, en algunos casos,
selectivos para E. coli o S. aureus y otros de accién dual contra ambos (Tabla 8). Una de las
principales desventajas de la deteccién de componentes activos mediante el uso de
bioensayos es su baja sensibilidad. Por tanto, no se detecta la presencia de péptidos
antimicrobianos que pueden ser potencialmente valiosos para uso terapéutico pero que
estan presentes en fracciones cromatograficas en concentraciones bajas que estan por
debajo de la concentracién inhibitoria minima (MIC) de microorganismos [65]. Esta
limitacién es de particular relevancia en investigaciones que involucran especies muy
pequeiias o en el caso de especies raras cuando pocos individuos estan disponibles para el
estudio, como ocurre con C. ecuatoriana. Para contrarrestar este limitante, se tiene que
realizar una aproximacién peptidémica por espectrometria de masas en tandem o clonaje
molecular de secuencias precursoras de AMP a partir de la secrecion cutanea. El MALDI
TOF-MS de estas fracciones de HPLC permitid identificar masas en el rango de 2.069 a 3.475
Da que permite asociar la actividad antimicrobiana de las fracciones a péptidos presentes
en la secrecién. Al comparar las caracteristicas de los posibles péptidos en C. ecuatoriana
con las familias de péptidos antimicrobianos de Phyllomedusinae reportadas en bases de
datos (APD3; CAMPR3). Por el rango de masas (2069 a 3475 Da), bioactividad de amplio
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espectro contra Gram positivas y Gram negativas, los péptidos en estas fracciones pueden
pertenecer potencialmente a las familias Phylloseptina (18-20 aa), Plasticina (23 aa)
Distinctin (25 aa) Cruzioseptina (21-23 aa). Al filtrar la actividad, a especifica contra Gram+
y el rango de masa (2048 a Da) los resultados indican que puede tratarse de un miembro
de la familia Phylloseptina (18-20 aa). En cambio, la inhibicién de Gram- y un rango de
masas de 2085-3452 Da indica que estos péptidos son posibles miembros de las
Dermaseptinas (27-32) aa. Estos resultados representan la diversidad de familia de
péptidos que posiblemente se encuentren en las secreciones defensivas de Callimedusa

ecuatoriana [21,66].

A través de clonaje molecular de las librerias de ADNc de la secrecién de C
ecuatoriana, se identificaron dos péptidos antimicrobianos que no estan relacionados a las
masas de MALDI TOF MS correspondientes a los picos cromatograficos de HPLC de las
fracciones de la secrecidn. El precursor de un nuevo péptido no descrito anteriormente en
ninguna especie, se encontrd en el ADNc de la secrecidon de C. ecuatoriana. Sugiriendo que
la diversidad de péptidos antimicrobianos estd subestimada con los resultados
cromatograficos de la secrecién, debido a la heterogeneidad con la que las biomoléculas se
expresan en la secrecion de los anfibios. La baja concentracion con la que se producen
algunas de estas biomoléculas ocasiona que algunos de estos péptidos pasen
desapercibidos o ausentes en las lecturas de absorbancia de las fracciones cromatograficas
de la secrecién. La utilizaciéon de técnicas moleculares mads directas como el clonaje
molecular con primers especificos de Phyllomedusinae, complementan los resultados de
HPLC y MALDI TOF MS en la busqueda de péptidos antimicrobianos en la secrecion de C.

ecuatoriana.
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4.2 Hallazgo de un nuevo péptido lkiam 2599 y Phylloseptina-TO8 en C.

ecuatoriana

En esta tesis, se descubrido la secuencia del primer péptido cutdneo de C
ecuatoriana mediante clonaje molecular. Una primera busqueda en la base de datos de
nucledtidos del GenBank no encontrd similitud con otras familias de péptidos
anteriormente descritos. Al comparar la secuencia traducida del precursor, se encontrd
homologia en la regidn del péptido sefial lo que nos indica que pertenece a la superfamilia
de péptido seial y propéptido FSAP_sig_propep (numero de acceso pfam03032) que
comparte varias familias de AMP de la piel anfibios de la regién suramericana
(Phyllomedusa coelestis), e incluso anfibios australianos (Litoria splendida, Nyctimystes
infrafrenatus, Litoria fallax). A pesar de estos resultados, la familia FSAP sig_propep no
incluye la regidn del péptido maduro que es la region activa del péptido, lo que no permite
asociarlo a ninguna de las familias descritas. Sin embargo, se identificd 92-96% de similitud
con una nueva familia de péptidos descubierta en Boana picturata y llamada Picturinas
[53]. En el alineamiento de las secuencias nucleotidicas del marco de lectura abierto del
precursor de lkiam 2599 con precursores de Picturinas se pudo encontrar una alta similitud
de las secuencias de ADN en la regidn de péptido sefal y espaciador acidico, lo que indica
que estos péptidos pueden compartir el mismo origen, a pesar de pertenecer a familias

diferentes: B. picturata a Hylidaey C. ecuatoriana a Phyllomedusidae[29].
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El rol de la conformacién en alfa hélice se ha relacionado fuertemente con la
bioactividad de los péptidos antimicrobianos [67—69]. Por comparacién estructural de la
prediccidn de estructura secundaria, se identificd la alteracidn de la continuacion de alfa
hélice caracteristica en las Picturinas (<ALLD>, hhhh) en el péptido lkiam 2599. Esta
disrupcion se da por una Unica mutacién no sindnima, que cambia una Leucina a Prolina
(<ALPD>, hcch) en la posicion 15 del péptido maduro. El cambio en la conformacion de alfa
hélice ocasionada por Prolina (P)/Glicina ha sido caracterizado funcionalmente en los
péptidos antimicrobianos [70,71]. La prolina es un aminodcido Unico, formando un anillo
de cinco miembros que contiene nitrégeno. Esta diferencia es muy importante, ya que
significa que P no puede ocupar muchas de las conformaciones de la cadena principal que
facilmente adoptan los demds aminodacidos. En este sentido, puede considerarse un
opuesto a la glicina, que puede adoptar muchas mas conformaciones de cadena principal.
Por esta razén, la prolina a menudo se puede encontrar en giros muy cerrados en las
estructuras de las proteinas y también puede funcionar para introducir pliegues en hélices

alfa, ya que no puede adoptar una conformacién helicoidal normal [72].

En péptidos, el pliegue del alfa hélice altera la capacidad de estabilizar el poro de
barril en membrana [70], ademds que no posee ningun efecto sobre la barrera de
translocacién y reduce la afinidad del péptido a la membrana [71]. Esta modificacién en
Ikiam 2599 se puede asociar a la disminucién de actividad antimicrobiana que se encontré
en el péptido nuevo en comparacién a Picturina 2 (PTR 2), que es su analogo natural mas
cercano con 96% de similitud. PTR 2 present6 48,95 uM contra E. coli; 195,79 uM contra S.
aureus y C. albicans de concentracion minima inhibitoria y bactericida [53]. Sin embargo,

no se descarta potenciales aplicaciones del nuevo péptido, asi como su funcionalidad
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dentro de la ecologia de C. ecuatoriana, ya que los péptidos secretados por las secreciones
cutdneas de los Phyllomedusidos han destacado por su multifuncionalidad, incluida la
actividad antimicrobiana, liberadora de insulina, analgésica, miotrdpica e inhibidora de
proteinasas; de acuerdo se registra en la base de datos DADP (ingresado el 27 de abril de

2021) [12].

Por clonaje molecular, ademas se reporta por primera vez en C. ecuatoriana el
péptido Phylloseptin-TO8 con 19 aminoacidos (nimero de acceso P85447), identificado y
caracterizado previamente en Phyllomedusa tomopterna. P. tomopterna (al igual que
Phyllomedusa ecuatoriana) pasé en 2016 a pertenecer al nuevo género Callimedusa spp.
Esto debido a que en el analisis filogenético, ambas especies de anfibios junto con otras 4,
estan estrechamente relacionadas, y comparten un ancestro comun en el Mioceno, hace

14,6 millones de afios [29].

Phylloseptin-TO8 se encontrd con el precursor de glicina C-terminal, el cual se ha
descrito como un residuo de glicina que su extremo N-terminal es sitio de reconocimiento
de pro-proteinas convertasas [73], terminando en una amidacion del terminal carboxilo del
péptido (FLSLIPHAINAVSALAKHF-NH,). La amidacién del residuo C-terminal en AMPs se
reporta como una modificacién post-traduccional natural frecuente e importante
identificada en anfibios ya que le otorga una carga positiva adicional, lo cual se relaciona
con su funcién. Esta, entre otras modificaciones post-traduccionales juegan un papel
importante en la optimizacidon de la eficacia y especificidad de los mecanismos de accién
de los péptidos [74]. Ademas, estudios sobre AMP sintéticos han demostrado que la
amidacién C-terminal puede mejorar la eficacia antibacteriana sin aumentar la capacidad

litica, lo que aumenta el potencial terapéutico de estos péptidos[75].
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4.3 Perspectivas futuras del estudio

Para continuar este estudio se podrian proponer nuevos ensayos que permitan
identificar el potencial biomédico y biotecnoldgico que podria tener el péptido lkiam 2599,
gue no se incluyen en el presente estudio. A pesar de que el péptido natural no presenté
la actividad antimicrobiana buscada, esto no significa que sea un péptido inactivo. Es
necesario incrementar el rango de ensayos realizados con la finalidad de determinar la
actividad biolégica de este péptido y sus posibles aplicaciones. Paralelamente, se sugiere
proponer modificaciones para el disefio y produccion de analogos al péptido lkiam 2599,
gue permitan otorgar actividad antimicrobiana a la vez que se mantiene la ausencia de

toxicidad, incrementar su cationicidad y anfipaticidad y asi evaluar su bioactividad.

Adicionalmente, existe un especial interés en probar la actividad antimicrobiana del
nuevo péptido y/o sus analogos potenciados contra cepas de patdgenos resistentes a
antibioticos de interés nacional y mundial como las ESKAPE. Asi como también probar la
actividad antiparasitaria, reportada en AMPs, del nuevo péptido y/o sus analogos contra
cepas de interés regional como lo son Trypanosoma cruzi y Leishmania spp. En el futuro
deberia evaluarse la actividad antiproliferativa contra células cancerosas, dado que la
Picturina-1 de Boana picturata presentd baja actividad antimicrobial pero una interesante
actividad anticancerigena y de inhibicidon de migracion celular contra lineas celulares de
melanoma metastasico en estudios aun no publicado del laboratorio CISeAL de la PUCE

[76].
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En conclusidn, se comprobd el potencial de actividad antimicrobiana que posee la
secrecion cutanea de Callimedusa ecuatoriana, a través del estudio de las fracciones HPLC
de la secrecion. El rango de masas que presentan las lecturas de MALDI-TOF MS de los picos
cromatograficos con actividad antimicrobiana, revelan un espectro de posibles nuevos
AMPs no descritos en esta especie. El reporte por primera vez del precursor de una
Phylloseptin-TO8 en C. ecuatoriana supone una ubiquidad de los genes precursores de
AMPs compartidos entre varias especies de Phyllomedusidae. Ademas, el descubrimiento
de un nuevo péptido lkiam 2599 perteneciente a la familia de péptidos antimicrobianos
Picturinas, y diferente a los resultados de masa por MALDI-TOF MS de los péptidos en las
fracciones de la secrecién, demuestra la subestimacion a la diversidad de AMPs que se

pueden encontrar en C. ecuatoriana, muchos de estos aun nuevos por describir.

Con este estudio se demuestra el potencial biomédico de la secrecién cutdnea de
C. ecuatoriana, evidenciando ademas la gran cantidad de recursos genéticos inexplorados
en especies endémicas del Ecuador. El potencial de la biodiversidad bioldgica incrementa
aun mas cuando esta biodiversidad es analizada a un nivel molecular. La aplicacién de las
técnicas de biologia molecular presentadas permite estudiar los recursos genéticos, como
el descubrimiento de péptidos en la secrecidén de anfibios ecuatorianos sin comprometer

la vida de individuos de una especie amenazada.

Por los hallazgos en esta investigacién, se motiva el estudio de la diversidad local,
con énfasis en las especies endémicas y amenazadas de anfibios ecuatorianos. Se
demuestra el potencial de aplicaciéon biomédico que poseen los recursos genéticos de

especies que no se han estudiado hasta la actualidad. La locacién de un centro de
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investigacion en un sitio estratégico de acceso a biodiversidad, como la Universidad
Regional Amazodnica lkiam, es una ventaja que se debe aprovechar en el desarrollo de

investigacion en Ecuador.
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ANEXOS

Figura 1. Halos de inhibicién de las fracciones 83, 84, 85, 86, 93, 94, 95y 96 del HPLC de la

secrecion de C. ecuatoriana contra E. coli (arriba) y S. aureus (abajo).
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Tabla 1. Productos de RACE PCR de la libreria de cDNA de C. ecuatoriana con primers

especificos de Phyllomedusinae.

Primer/Tm(°C) Secuencia del primer Tamano de banda (pb)

Dermo-PDS/61 5-GACCAAAGATGTCWTTCTTGAAGAAAT-3’ 400
Der-S1/51 350
Der-S1/53 TGACCTTCAGTACCCAGCACTTTC-3' 350
Der-S1/55 400
Der-S2/52 600

5’-GTGGTACATAATTGATAATTGTGCT-3'

Der-S2/53 500
Deg-S2/57 400

5'-CCMRWCATGKCTTTCHTDAAGAAATCT-3'

Deg-52/59 400
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Figura 2. Espectros de masas MALDI-TOF de las fracciones 84, 85y 86 de HPLC de la
secrecién cutanea de C. ecuatoriana con actividad antibacteriana contra E. coliy S.

aureus.
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Figura 3. Gel del agarosa de los productos de RACE PCR de la libreria de cDNA de C
ecuatoriana con el primer Dermo-PDS a 59 y 61°C. En rojo se enmarca el producto de PCR

con el tamafio de banda esperado para un péptido antimicrobiano.
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Figura 4. Gel del agarosa de los productos de RACE PCR del ADNc de C. ecuatoriana con el
primer DEG-S2 a 59°C y 57°C vy con el primer DEG-S3 a 55°C y 53°C. En rojo se enmarca el

producto de PCR con el tamafio de banda esperado para un péptido antimicrobiano.
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Cloning PCR Dermo-PDS

89 28 4 P N

Figura 5. Gel del agarosa de los productos de Cloning PCR del pldsmido recombinante de
los clones con el primer Dermo-PDS. En rojo se enmarca el plasmido de un clon con el

inserto.
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Figura 6. Gel del agarosa de los productos de Cloning PCR del plasmido recombinante de

los clones con el primer DEG-S2. En rojo se enmarca el plasmido de un clon con el inserto.
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Figura 7. Alineamiento multiple de secuencias nucleotidicas del marco abierto de lectura de

los precursores del nuevo péptido lkiam 2599 y tres miembros de la familia Picturinas. La

regién correspondiente al péptido sefial se encuentra subrayado, la region acida se muestra

en cursiva y la regién del péptido maduro en negrita. En asterisco se sefialan los nucledtidos

idénticos.
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PSN-8 TCAAGAGGATGACGATAAAAGTGAAGAGAAGAGATTCCTCAGCTTGATACCAACTGCAAT 174
PST-PT TCAAGAGGATGACGATAAAAGTGAAGAGAAGAGATTCCTCAGCTTGATACCAAAGATAGC 164
. *
P.e PSN AAATGCAGTATCTGCACTTGCTAAACATTTTGGT TAATGCAATGTAATATTTCATAACTC 224
PSN-7 AAATGCAGTATCTGCAATTGCTAAACATTTCGGT TAATACAATGTATCATTTCATTTCAT 240
PSN-8 AAATGCAGTATCTGCACTTGCTAAACATTTCGGT TAATACAATGTAACATTT-——-— CAT 229
PST-PT AGGTGGAATAGCTGCTCTTGCTAAACATTTAGGT TAATACAATGTAACATTTCATA-——- 220
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Figura 8. Alineamiento multiple de secuencias nucleotidicas del marco abierto de lectura de
los precursores de péptidos Phylloseptinas. El péptido sefial se encuentra subrayado, la
region acida se muestra en cursiva y la regidon del péptido maduro en negrita. En asterisco

se sefialan los nucledtidos idénticos. PSN y PST es nombre corto para Phylloseptina.
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