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ABREVIACIONES

PAMs: Péptidos antimicrobianos.

ARN: acido ribonucleico que contiene informacién transcrita del ADN e incluye el ARN
ribosomal, ARN transferencia, ARN mensajero, entre otros.

ARNm: 4cido ribonucleico mensajero que contiene la informacion codificante
proveniente del ADN, es esencial para la traduccién de proteinas.

ADN: 4cido desoxirribonucleico que contiene informacidn genética para el desarrollo y
funcionamiento de los organismos.

ADNc: ADN complementario, es una molécula de ADN sintetizada a partir de una
molécula de ARNm mediante transcripcién inversa.

RACE PCR: Rapid amplification of cDNA ends, amplificacidon rapida de los extremos del
ADNC, técnica molecular que permite la amplificacion del ADNc de longitud completa.
Ciencias Omicas: son disciplinas de la biologia que involucran el estudio de conjuntos
completos de moléculas biolégicas. Entre ellas la gendmica, transcriptémica,
protedmica, lipiddmica, metabolémica, epigendmica, e interactémica.

dRNA-seq: direct RNA sequencing, método de secuenciacidén directa a partir de ARN
dcDNA-seq: direct cDNA sequencing, método de secuenciacién directa a partir de ADNc
Base-calling: proceso por el cual se codifica las sefiales eléctricas registradas durante el
paso de la molécula en la secuenciacién.

ORF (Open Reading Frame): marco de lectura abierto, es una seccién del ADN
delimitada por codones de inicio y codones de parada (STOP), potencialmente codifica
una proteina.

KB: Kilobyte unidad de medida de datos informaticos, no es lo mismo que kb/Kbp
(Kilobase).

MB: Megabyte unidad de medida de datos informaticos superior a KB, es diferente a Mb

(Megabase).
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RESUMEN

El estudio y caracterizacion de péptidos antimicrobianos en la piel de anfibios
tradicionalmente utiliza técnicas moleculares como el clonaje de ARNm y el analisis
protedmico mediante espectrometria de masas. Sin embargo, una limitacion del clonaje
molecular es que cada plasmido clonado representa solo una secuencia de interés, lo
gue requiere la clonacién y secuenciacién de un gran nimero de clones para identificar
ciertos péptidos. Para superar esta limitacion, se puede amplificar el ARN utilizando
primers especificos y secuenciar los amplicones con tecnologia de tercera generacién,
como la secuenciaciéon por nanoporos. Este estudio tiene como objetivo identificar
péptidos antimicrobianos en la secrecidn cutdnea de la rana mono planeadora
Agalychnis spurrelli utilizando el dispositivo MinlON de Oxford Nanopore Technology.
La metodologia se dividié en tres fases: (a) creaciéon y secuenciacion de ADNc
amplificado, (b) disefio de un pipeline para la obtencidn de secuencias precursoras, y (c)
analisis predictivo de potenciales péptidos antimicrobianos. El flujo de trabajo disefiado
permitio identificar 163 secuencias precursoras dentro del marco de lectura abierto
(ORF), codificando 39 péptidos agrupados en 7 familias. Entre estos, se identificaron:
Dermaseptinas, Triptofilinas, Filoseptinas, Filoquininas, Medusinas, Plasticinas, Caerinas
y otros, ademds de inhibidores de proteinas de tipo Kazal. La caracterizacion
fisicoquimica sugiere que 19 péptidos podrian tener actividad antimicrobiana. Estos
resultados demuestran que la secuenciacidon por nanoporos al ARN dirigido es eficaz
para dilucidar la diversidad de péptidos y proteinas en secreciones cutaneas de anfibios

con potencial terapéutico.

Palabras clave: ADNc, Agalychnis spurrelli, secrecion cutdnea, secuenciacién por

nanoporos, secuenciacién de ARN dirigido, péptidos, proteinas.

Xiv



ABSTRACT

The study and characterization of antimicrobial peptides in amphibian skin traditionally
uses molecular techniques such as mRNA cloning and proteomic analysis by mass
spectrometry. However, a limitation of molecular cloning is that each cloned plasmid
represents only one sequence of interest, requiring the cloning and sequencing of a
large number of clones to identify certain peptides. To overcome this limitation, RNA
can be amplified using specific primers and the amplicons can be sequenced using third-
generation technology, such as nanopore sequencing. This study aims to identify
antimicrobial peptides in the skin secretion of the monkey glider frog Agalychnis spurrelli
using Oxford Nanopore Technology's MinlON device. The methodology was divided into
three phases: (a) creation and sequencing of amplified cDNA, (b) design of a pipeline for
obtaining precursor sequences, and (c) predictive analysis of potential antimicrobial
peptides. The designed workflow allowed the identification of 163 precursor sequences
within the open reading frame (ORF), encoding 39 peptides grouped in 7 families.
Among these, the following were identified: Dermaseptins, Tryptophilins, Phyloseptins,
Phylloquinins, Medusins, Plasticins, Caerins and others, in addition to Kazal-type protein
inhibitors. Physicochemical characterization suggests that 19 peptides may have
antimicrobial activity. These results demonstrate that nanopore sequencing to targeted
RNA is effective in elucidating the diversity of peptides and proteins in amphibian skin

secretions with therapeutic potential.

Keywords: cDNA, Agalychnis spurrelli, skin secretion, nanopore sequencing, RNA-seq,

peptides, proteins.
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1. CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. Antecedentes

1.1.1. Secrecidn cutanea de anfibios

La secrecidn cutanea de los anfibios es producida por las glandulas granulares de la piel
como respuesta defensiva frente a estimulos externos. Contiene una variedad de
compuestos bioactivos, incluidas aminas biogénicas, alcaloides, acidos nucleicos,
péptidos y proteinas. Estos componentes se liberan como parte de una estrategia
defensiva contra microorganismos patdgenos potenciales y depredadores potenciales
ocasionando irritaciones, dolor y entumecimiento. En el caso de los microorganismos,
estos compuestos pueden interactuar con las membranas celulares de los patégenos,

comprometiendo y destruyendo sus membranas celulares [1,2].

Hasta la fecha, se han registrado 1079 péptidos bioactivos provenientes de anfibios en
la base de datos de péptidos antimicrobianos (APD3) de la Universidad del centro
Médico de Nebraska [3,4]. Las principales familias de anfibios que producen péptidos

bioactivos son Ranidae, Pipidae, Alytidae, Bombinatoridae, Hylidae, entre otras [5,6].

Los péptidos bioactivos presentan diversas actividades biolégicas, entre ellas:
inmunomoduladora, vasoconstrictora, inflamatoria, antioxidante, inhibitoria,
anticoagulante, neuroestimulante, anticancerigena, antimicrobiana [7-9]. La actividad
antimicrobiana destaca por el amplio espectro de accidn que poseen los péptidos contra
bacterias, hongos, virus y parasitos [10]. Por ejemplo, el estudio realizado por Thomson
y colaboradores en 2007, logré identificar nueve péptidos antimicrobianos de las
secreciones cutaneas de Phyllomedusa hypochondrialis. De los cuales, cinco
nuevas dermaseptinas y cuatro filoseptinas presentaron actividad inhibitoria contra
bacterias Gram positivas y Gram negativas (Escherichia coli, Staphylococcus aureus y

Micrococcus luteus) [11].



Zannella y colaboradores en 2022, analizaron el péptido Temporin L (TL) en busqueda
de actividad antiviral y develaron que posee actividad significativa frente a herpes virus,
paramyxo virus, virus de la influenza y coronavirus, dentro de los cuales incluye a SARS-
CoV-2 [12]. Por otro lado, en 2012 Abbassi y colaboradores evaluaron la actividad
antibacteriana y antiparasitaria del péptido temporin-SHd, demostrando que expresé
amplio espectro de accidn contra cepas multirresistentes de bacterias como S. aureus 'y
actividad antiparasitaria frente al promastigote y amastigote de Leishmania infantum

causando fuertes perturbaciones en la membrana fosolipidica [13].

1.1.2. Péptidos antimicrobianos.

Los péptidos antimicrobianos (PAMs) son moléculas relativamente pequeias
conformadas de 12 a 60 aminodcidos. Su estructura puede variar en hélices a, ldminas
B y bucles, son catidnicos, con carga positiva a pH fisioldgico, caracteristica que les
permite interactuar con las membranas de los microorganismos. Ademads, pueden
adoptar estructuras anfipaticas con extremos hidrofdobicos e hidrofilicos que les
permiten mayor interaccién con la membrana. En las ultimas décadas, la mayoria de

PAMs caracterizados provienen de la secrecion cutanea de anfibios [14,15].

Dentro de los anfibios, una de las subfamilias que mas registros de péptidos
antimicrobianas posee corresponde a Phyllomedusinae. En esta subfamilia se han
descrito péptidos antimicrobianos pertenecientes a varias familias que incluyen:
dermaseptinas, filoseptinas, bradiquininas, medusinas, plasticinas, triptofilinas, entre
otros. Estos péptidos se caracterizan por presentar actividad inhibitoria contra hongos,
bacterias, virus, parasitos, ademas que, algunos poseen actividad vasoconstrictora,
inflamatoria y estimulante. Un ejemplo de ello es el estudio realizado por Leite y
colaboradores en 2005, quienes aislaron seis nuevos péptidos de la secrecion cutanea
de Pithecopus hypochondrialis y P. oreades a los que llamaron filoseptinas (PS-1, -2, -3,
-4, -5 y -6). Estas filoseptinas presentaron actividad antibacteriana y antiprotozoarias,
destacando que la filoseptina-1 demostré bioactividad contra bacterias Gram positivas
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y Gram negativas y nula actividad hemolitica [16,17]. Otro ejemplo es el estudio de
Proafio y colaboradores en 2019, quienes realizaron el analisis de la secrecién cutanea
de Agalychnis spurrelli mediante clonaje molecular y espectrometria de masas,
descubriendo once nuevos péptidos pertenecientes a las familias de filoquininas,
medusinas, dermaseptinas, filoseptinas y péptidos huérfanos. El péptido denominado
Dermaseptin-SP2 fue sefialado como el péptido con mayor actividad inhibitoria contra

E. coli, S. aureus ORSA y Candida albicans [18].

La técnica de busqueda y descubrimiento de péptidos se basa actualmente en el clonaje
molecular, que consiste en aislar el ARNm que codifica los péptidos de interés y
posteriormente se emplea para sintetizar las cadenas de ADN complementario (ADNc).
Luego, empleando cebadores (primers) especificos para los péptidos se amplifica el
ADNc mediante RACE PCR y se clonan aplicando el sistema pGEM-T vector. Las regiones
clonadas de secuencian por método Sanger y se realizan los respectivos analisis
bioinformaticos para confirmar similitud, estructura y predicciéon de actividad de las
secuencias precursoras de péptidos antimicrobianos. Sin embargo, esta técnica permite
identificar una cantidad limitada de secuencias de interés. Puesto que al insertar el ADN
en el plasmido solo se puede clonar una secuencia a la vez reduciendo la eficacia de la
técnica y limitando el descubrimiento de péptidos de la secrecién de la piel de los
anfibios [19,20]. Una alternativa para sobrellevar esta limitacién es la secuenciacion de
ARN dirigido empleando primers especificos para obtener secuencias precursoras de

péptidos.

1.1.3. Secuenciacion de ARN dirigido

La secuenciacién de ARN dirigido es una técnica que se enfoca en secuencias de
particular interés como las secuencias codificantes que dan como resultado proteinas
especificas, incluyendo péptidos antimicrobianos. Esta técnica se basa en la extracciéon
de ARN mensajero (ARNm) que permite la sintesis del ADN complementario (ADNc) y
este a su vez es amplificado por primers especificos que flanquean las secciones de
interés, mismas que seran secuenciadasy analizadas. Este enfoque dirigido es altamente
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eficiente porque enfoca los recursos de secuenciacidon en las secuencias mas relevantes,
reduciendo el ruido y aumentando la profundidad de lectura en las secuencias de interés

[21,22].

En el contexto de la identificacidn de péptidos antimicrobianos, la utilizacién de primers
especificos en la amplificacion del ARN dirigido permite focalizar la secuenciacion en las
regiones de interés. Estos primers son disefiados para unirse a secuencias especificas de
ARNm que codifican péptidos conocidos o potencialmente activos, dirigiendo la
secuenciacion hacia estas areas. Roncevi¢ y colaboradores en 2018, establecieron el
protocolo exploratorio a la region altamente conservada del péptido sefial en secuencias
precursores de PAMs pertenecientes a familias de anfibios Ranidae, Hylidae vy
Bombinatoridae. Demostrando que el disefio de cebadores degenerados especificos en
conjunto con la secuenciacion de ARN dirigido resultan una alternativa eficaz para

obtener secuencias precursoras de péptidos antimicrobianos[23,24].

Por otro lado, en otro estudio realizado por Roncevié y colaboradores en 2019, aplicaron
secuenciacion de ARN dirigido a la secrecién cutdnea de cinco especies diferentes de
ranas Ranidae y lograron identificar mas de cien péptidos de longitud completa, de las
cuales 29 eran secuencias nuevas. Adicionalmente sintetizaron seis péptidos y uno de
ellos demostro ser un antimicrobiano potente y de amplio espectro, activo contra cepas

bacterianas ATCC [25].

La secuenciacién de ARN dirigido se lleva a cabo empleando la técnica de secuenciacién
masiva de lllumina. Esta plataforma permite la secuenciacién simultanea y masiva de
una gran cantidad de ADN, presentando diversas ventajas como una mayor sensibilidad
en la deteccién de variantes, un tiempo de ejecucién reducido y menor costo de
secuenciacion por base. En el proceso, la plataforma lllumina realiza la sintesis y
amplificacién de fragmentos aleatorios de ADN mediante la técnica de PCR en puente,
generando multiples copias idénticas de la molécula que se conocen como clusteres

[26,27].



Utilizar Illumina, supone conseguir datos de alta precision y calidad debido al potencial
que tiene la plataforma en su secuenciacion masiva. Sin embargo, una de las limitaciones
gue presenta esta técnica es la fragmentaciéon de la molécula de ADN en secuencias
cortas de entre 50-150 pares de bases (pb), que luego son amplificadas por PCR en
puente y secuenciadas en ciclos repetidos. En la actualidad, solo se logran lecturas
completas de ADNc para un maximo de 50% de las lecturas secuenciadas, lo que dificulta
el analisis y la interpretacién de los datos. Esto limita en gran medida el descubrimiento
de secuencias precursoras de potenciales péptidos e impide capturar la totalidad de los
mismos. Como una alternativa a esta limitacién surge la secuenciacion de molécula
Unica de lectura larga por nanoporos que evita el corte y posterior ensamblaje de las

moléculas secuenciadas [28,29].

1.1.4. Secuenciacion por nanoporos.

La secuenciacién por Nanoporos o secuenciacidn de tercera generacion, es una técnica
avanzada de secuenciacion caracterizada por su capacidad para secuenciar moléculas
completas de ADN o ARN de extremo a extremo. Se basa en el paso de las moléculas a
través de nanoporos, que son canales pequefios presentes en una membrana sobre la
cual se coloca un voltaje. El paso de la molécula a través del poro genera cambios en la
corriente eléctrica, los cuales son detectados y registrados por el secuenciador. La
secuenciacion por nanoporos tiene capacidad para generar lecturas de secuencias largas
en tiempo real, diferenciandose de otras técnicas de secuenciacién. Ademas, esta
técnica tiene la capacidad de identificar y detectar modificaciones quimicas en las

moléculas de ADN o ARN, como metilaciones o adiciones de grupos funcionales [30,31].

Existe un continuo avance en la secuenciacién de molécula Unica o por nanoporos,
siendo un ejemplo destacado los estudios realizados en organismos modelo
implementado las tecnologias Oxford Nanopore (ONT). En un estudio efectuado en 2022
por Griinberger y su equipo, se evaluaron los diferentes protocolos de secuenciacion de
ARN basados en ONT, incluidos ARN directo, ADNc directo y PCR-ADNc. Describiendo
que la secuenciacion de PCR-ADNc brinda un mejor rendimiento y precisién en
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comparacion con la secuenciacion directa de ARN en el organismo modelo procariético

Escherichia coli K-12 [32].

Del mismo modo, en 2022, Wongsurawat y colaboradores llevaron a cabo Ia
secuenciacion de ARN nativo y de ADNc en Saccharomyces cerevisiae para permitir
comparaciones y evaluaciones relevantes de las técnicas. Los resultados obtenidos
revelaron las ventajas y desventajas de usar ARN-seq directo o ADNc-seq directo para
estudiar transcriptomas en levaduras, lo cual brindd informacion crucial a la hora de
seleccionar un método de secuenciacion de lectura larga apropiado para comprender
las funciones de los genes, las vias y la caracterizacién funcional detallada. Por tal
motivo, en el presente estudio se ha decidido implementar la secuenciacién por ligacién
de ADN amplificado por RACE-PCR. Al emplear el kit Ligation Sequencing Kit V14 (SQK-
LSK114) desarrollado por Oxford Nanopore Technology, en su dispositivo de
secuenciacion Minlon, con el propdsito de obtener un gran nimero de datos y de buena

calidad [33,34].

1.2. Planteamiento del problema

La resistencia antimicrobiana surge como una problematica a nivel mundial causada por
el uso excesivo de los antimicrobianos. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha
declarado en 2021, que la resistencia antimicrobiana se encuentra dentro de las 10
principales amenazas de salud publica debido a que causa 700 mil muertes cada afio.
Ademas, se estima que para el 2050 este problema puede ocasionar aproximadamente
10 millones de muertes y 100 billones de dodlares en pérdidas econdmicas [35]. En
Ecuador, se reportd por primera vez la bacteria Klebsiella pneumoniae productora de
carabapenemasas en 2010. Adicionalmente el Instituto Nacional de Investigacién en
Salud Publica en el reporte de datos de resistencia a los antimicrobianos 2014- 2018,
describié que los microorganismos: Escherichia coli, K. pneumoniae, Staphylococcus
aureus y Pseudomonas aeruginosa son los microorganismos mayormente reportados

anualmente y son sujetos a vigilancia de resistencia a los antimicrobianos [36].



Por lo tanto, existe la necesidad de buscar nuevos agentes antimicrobianos capaces de
combatir a los microorganismos resistentes. Es asi que los péptidos provenientes de la
secrecidon cutdnea de los anfibios surgen como una alternativa para combatir esta

problematica.

A nivel de laboratorio, el flujo de trabajo para el descubrimiento de péptidos consiste
en realizar clonaje molecular para crear bases de datos que se pueda contrastar con
protedmica. Este proceso necesita la creacién varios clones ya que cada plasmido solo
puede contener una Unica secuencia de interés. De igual manera requiere que este gran
numero de clones sean secuenciados, lo que se traduce en que mayor cantidad de
clones y secuencias van a proporcionar la misma informacion que se obtienen por medio
de una secuenciacidon de molécula larga. Sin mencionar que al tener limitados clones se
pierde gran diversidad de secuencias precursoras de péptidos en la muestra analizada

[18].

Por otro lado, la secuenciacion de ARN dirigido conlleva la aplicacion de secuenciacion
[llumina, que a su vez implica la fragmentacion de la molécula de ADN en secuencias
cortas para completar la amplificacidn por puente. Lo que supone una gran limitacién al

momento de capturar el total de las secuencias precursoras del ADNc [28,29].

1.3. Justificacion de la investigacion

Dado el problema de la resistencia antimicrobiana es necesario encontrar alternativas
gue puedan combatir los microorganismos resistentes de manera eficaz. Por tal motivo,
la busqueda de péptidos antimicrobianos en la secrecidn cutdnea de los anfibios resulta
una linea de investigacion prometedora para proporcionar nuevas alternativas
terapéuticas antimicrobianas. Con el objetivo de llegar a una caracterizacion completa
de los péptidos de la secrecion de la piel se propone el uso de la técnica de secuenciaciéon
de ARN dirigido, donde se amplificara el ADNc con primers especificos para su posterior

secuenciacion mediante tecnologia de nanoporos.



La tecnologia desarrollada por Oxford Nanopore Technology (ONT) permite la
secuenciacién de molécula Unica mediante nanoporos obteniendo lecturas de ADN/ARN
de alrededor de 2,2 millones de pares de bases de alta calidad en menor tiempo. Lo que
significa que el dispositivo MinION (ONT), secuencia la molécula completa de ADN/ARN
a una velocidad de mil millones de pares de bases por segundo, obteniendo de manera
mas eficiente los datos [31]. Esta ventaja facilita el el descubrimiento de péptidos
empleando secuenciacion de ARN dirigido, de modo que se pueden obtener lecturas
completas de ADNc que codifican una gran diversidad de moléculas, explorando la

totalidad de los péptidos bioactivos presentes en la secrecidn cutanea de anfibios.

Por otro lado, se decidié trabajar con la especie Agalychnis spurrelli (Anura: Hylidae:
Phyllomedusinae) como un modelo, debido a que en estudios previos donde se empled
clonaje molecular y protedmica se han identificado alrededor de 30 péptidos bioactivos
presentes en su piel. Por lo cual, nos hemos apoyado en esta informacién para realizar
la busqueda de secuencias peptidicas y contrastarlas con datos ya reportados. Por lo
tanto, en el presente estudio se plantea implementar la técnica de secuenciacion de
ARN dirigido, al amplificar con primers especificos el ADNc proveniente de la secrecién
de la piel de la rana arbdrea Agalychnis spurrelli y secuenciarlo mediante secuenciaciéon
de molécula Unica desarrollada por las tecnologias Oxford Nanopore (ONT), con el
propésito de descubrir potenciales péptidos que puedan ser utilizados en la lucha contra

la resistencia antibacteriana.

1.4. Objetivos de la investigacion

1.4.1. General

Identificar péptidos antimicrobianos presentes en la secrecién cutdnea de la rana

Agalychnis spurrelli mediante secuenciacion por nanoporos del ARN dirigido.



1.4.2. Especificos

Secuenciar mediante nanoporos un set de amplicones generados empleando
primers especificos a partir del ADNc de la secrecion de la piel de la rana

Agalychnis spurrelli.

Establecer un flujo de trabajo (pipeline) para el tratamiento bioinformatico de
los datos obtenidos de la secuenciaciéon de ARN-dirigido a la secrecion de la piel

de la rana Agalychnis spurrelli.

Determinar la secuencia precursora de al menos dos péptidos de la secrecidn de

la piel de la rana Agalychnis spurrelli.



2. CAPITULO II: MARCO METODOLOGICO

2.1. Preparacion y secuenciacion de bibliotecas de ADNc

2.1.1. Coleccion de muestras bioldgicas

Los especimenes de A. spurrelli fueron proporcionados por el Centro Jambatu de
Investigacion y Conservaciéon de Anfibios, bajo el contrato marco de acceso a recursos
genéticos MAAE-DBI-CM-2021-0185, emitido por el Ministerio del Ambiente, Agua y
Transicién Ecoldgica. Se emplearon 2 especimenes adultos colectados en estado de
cautiverio en la mafiana y una vez completado el proceso de extraccidon de secrecion,
los individuos regresaron a sus terrarios sin daifio aparente. Las secreciones cutaneas se
extrajeron mediante estimulacién por masaje dorsal, hasta observar una espuma
blanquecina y percibir un olor pungente caracteristico [18]. El exudado color blanco fue
recolectado tras varios lavados del espécimen con agua desionizada en un vaso de
precipitados de 1 litro. Inmediatamente, se trasvasé la muestra a tubos cénicos de 50 ml
estériles y se conservaron en congelacién a -80 °C por 24 horas. Posteriormente, las
muestras fueron liofilizadas a -80 °C por 3 dias en un VirTis BenchTop Pro Freeze Dryer
(Sp Scientific, USA). A continuacién, se pesaron y almacenaron a -20 °C hasta su uso

posterior. Los especimenes

2.1.2. Extraccion del ARNm

A partir de la secrecidn cutdnea liofilizada se realizé la extraccién del ARN mensajero,
empleando el kit Dynabeads® ARNm DIRECT™ (Dynal Biotec, UK). EIl ARNm se aislé
mediante hibridacién con el oligo dT unido a las microesferas magnéticas de la siguiente
manera: en primera instancia, se diluyeron 5 mg de secrecién liofilizada en 1 ml de
tampodn de lisis/union celular. Seguidamente, el ARNm se separd utilizando perlas
magnéticas oligo-dT del kit. Se realizaron repetidos lavados a las perlas hibridadas con
600 pl de los tampones de lavado A y B del kit, siguiendo las instrucciones del kit.
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Finalmente, se eluyd el ARNm de las perlas agregando 20 ul de tampdn de elucién (Tris
HCI) y un shock térmico a 80 °C. La calidad del ARNm se midié con Nanodrop (Thermo
Fisher Scientific, USA) y la concentraciéon con Qubit empleando el kit Qubit® RNA HS
Assay (Thermo Fisher Scientific, USA) [37-39].

2.1.3. Obtencion de la libreria de ADNc

La libreria de ADN complementario (ADNc), se construyé con el sistema GoScript™
Reverse Transcription System para sintetizar la primera cadena de 3’ ADNc por medio
de transcripcidn reversa. Para favorecer la hibridacion, se incubaron 4 pl del ARNm
extraidoy 1 pl del primer 3°CDS (20 uM) (5’- AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACT30VN-
3;V=A,C,o0G, N=A,T,C, oG) por 5min a 70 °C seguidos de 5 min en hielo. A esta
reaccién se afadié 15 ul de master mix compuesto por: 4 ul de Go Script 5x buffer, 3.2
pul MgCly, 1 pl dNTPs mix, 1 pl Go Script Retro transcriptasa y 5.8 pl de H;O libre de

nucleasas. Se obtuvieron 6 réplicas de esta libreria de ADNc [18].

2.1.4. Amplificacion del ADNc por RACE PCR

Una vez construida la libreria de ADNc se realizé 3'-RACE PCR, para lo cual se prepararon
25 ul de Master mix compuesto por: 12.5 ul de OneTaq® Hot Start 2X, 0.25 ul de Primer
Forward (20 uM), 0.25 ul de Primer Reverse (20 uM), 5 ul de ADN muestray 7 pl de agua
libre de nucleasas. Para cada reaccidon de RACE PCR se empled una combinacién con uno
de los diez Primers Forward y el Primer Reverse (Nested Universal Primer) como se
observa en la Tabla 1. Se adiciond un control negativo en cada reaccion empleando agua
libre de nucleasas en lugar de ADNc. El primer SIC fue disefiado en el programa Geneious
Prime v 2023.2, a partir de la regién conservada (péptido seiial) de los péptidos

previamente reportados en A. spurrelli [40].
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Tabla 1. Cebadores/Primers Forward y Reverse empleados para amplificar por RACE PCR.

Primer Temperatura
N° Secuencia Referencia
Forward de annealing
1 AC-S 5'-AGCAGCAAAAGAAGAAGAAGCCATG-3’ 60 °C [18]
2 Aspur_F3 5’-TCCCAACATGGCTTTCCTGA-3’ >1, 53;55 y>7 (18]
3 Aspur_F1 5’-GACCAACATGGCTTTCCTGA-3’ 57 °C [18]
4 Ccall 5’-TAGACCAAACATGGCTTTCCTGA-3’ 55°C [41]
5 Der-S1 5’-GACCTTCAGTACCCAGCACTTTC-3’ >3, 55;37 y 59 [42]
6 SlI 5’-GAGAAGAAGCCATGAAGACTCTGA-3’ 59 °C [18]
7 sic 5’ TGGTCTCCCTTTCCHTCTGTG-3’ 56 °C Disefo
propio
8 Brevinin-2G 5’-CCMRWCATGKCTTTCHTDAAGAAATCT-3’ 55°C [43]
9 PSA-S 5’-CAGCACTTTCTGAATTACAAGACCAA-3’ >6, 58",::50 y 62 [41]
10 DERMO-PDS 5’-GACCAAAGATGTCWTTCTTGAAGAAAT-3’ 2> 57'039 y6l [18]
N° Primer Secuencia
Reverse
1 NUP 5’-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-3’ 60 °C [41]

H=A,CoT,M=A0C,R=A0o G, W=A0oT,K=GoT.

Realizado por: Jessica Verdezoto Prado, 2024

Posteriormente, se amplificd en el termociclador empleando el siguiente perfil térmico:

denaturacidn inicial a 94 °C por 60 s, seguido por 40 ciclos con denaturacion a 94 °C por

30 s, hibridacion con un gradiente de temperatura entre 51-60 °C dependientes de la

temperatura de annealing de los primers empleados (Tabla 1), por 30 s, extensién a 72

°C por 3 min y luego una extension final a 72 °C por 10 min.

2.1.5. Visualizacién de productos de PCR por electroforesis

Se comprobd la presencia de secuencias amplificadas realizando electroforesis en gel de
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agarosa al 2% en TBE 1X. Fue posible cargar directamente 5 pl de producto PCR en cada
pocillo debido a que en la amplificacion se empleé OneTaq® Hot Start 2X con buffer
completo [44]. También se cargd el respectivo control negativo (C-) y el marcador de
peso molecular 1000 bp DNA ladder (Promega, USA). La corrida electroforética se realizé
con las siguientes especificaciones: 70 V por 90 minutos. Una vez transcurrida la corrida
se tino el gel con una solucién de 5 pl de Diamond™ Nucleic Acid Dye (Promega, USA)
en 50 ml de TBE 1X por 30 minutos y finalmente se visualizd por medio del

transiluminador Enduro GDS touch 1302 (Labnet, USA) con luz UV.

2.1.6. Purificacion de productos de las RACE PCR

La purificacion de productos amplificados se llevé a cabo siguiendo el protocolo
establecido de PureLink™ PCR Purification Kit (Invitrogen™, USA). El kit elimina dimeros
de dNTPs, enzimas, sales y restos de primers que no se acoplaron durante la reaccidn de
PCR [45]. Este método de purificacion se empled para los productos PCR de los 10
cebadores utilizados por separado, de los cuales se escogieron los productos que
contenian secuencias entre 300 y 500 pb y se determind el volumen de los mismos. En
resumen, en 1 volumen de productos PCR (50-100 pL) se agregaron 4 volimenes de
buffer de unidén y se homogeneizd. Seguidamente, en una columna de centrifugacién se
colocd la mezcla con buffer de unién y se llevé a centrifugar a 10000 g por 1 minuto a
temperatura ambiente. A continuacién, se desechd el excedente y se lavd el ADN con
650 uL de buffer de lavado, se centrifugd a 10000 g durante 1 min y descarté el sobrante.
Se volvid a centrifugar a 14000 g por 3 min y se descarté el residuo. En un tubo nuevo
se colocd la columna y se agregaron 50 plL del buffer de elucién, dejando incubar a
temperatura ambiente por 1 minuto. Se centrifugd la columna a 14000 g por 2 min, se
descarté la columna y se recuperd el liquido del fondo que contenia el producto de PCR

purificado [45].

2.1.7. Ligacidn de productos PCR

Luego de la purificacién de productos PCR se cred un pool de amplicones tomando
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alicuotas de cada muestra de primer, con el propdsito de tener una muestra diversa y
con concentracion de 100-200 fentomoles, requerida por el kit de secuenciamiento. A
continuacion, se empled el kit Ligation Sequencing Kit V14 (SQK-LSK114) (Oxford
Nanopore Technology, UK) para reparar extremos y se prepararon 30 pul de una solucién
detallada a continuacion: 0.5 ul de ADN muestra control del kit (DCS), 24.5 pl de ADN,
3.5 ul de tampdn de reaccidn de preparacion final Ultra Il y 1.5 pl de mezcla de enzimas
de preparacion final Ultra Il. Posteriormente, la mezcla se incubd a 20 °C por 5 miny
luego a 65 °C por 5 min en el termociclador, una vez terminado este paso la muestra se
transfirié a un tubo 1.5 ml. Adicionalmente, se re-suspendieron las perlas AMPure XP
(AXP) y se transfirieron 24 pl al tubo que contenia la mezcla anterior. Se homogeneizé
por pipeteo suave y se incubd por 5 min a temperatura ambiente. Apoyados en una
barra magnética, se lavaron las perlas dos veces con 200 pl de etanol fresco al 80%, que
fue descartado y secado. El pellet fue suspendido en 31 ul de agua libre de nucleasas y
nuevamente con la barra magnética se separaron las perlas y el sobrenadante que
contenia el ADN reparado. Posteriormente se cuantific6 mediante Qubit empleando el

kit Qubit® dsDNA HS Assay (Thermo Fisher Scientific, USA) [46].

Seguidamente, se ligaron los adaptadores con 50 pl de la siguiente mezcla: 30 pl de ADN
muestra, 12.5 pl de Tampon de ligadura (LNB), 5 pl de NEBNext Quick T4 ADN ligasa y
2.5 ul de Adaptador de ligadura (LA). Se mezcld e incubé a temperatura ambiente por al
menos 10 min. Seguidamente, se separd la muestra usando 40 ul de perlas AMPure XP
(AXP), una barra magnética y dos lavados de 200 pl de tampdn de fragmentos cortos del
kit (SFB). Se descarto el sobrenadante y conservd el pellet que fue re-suspendido en 15
pl de tampodn de elucidon del kit (EB) e incubado a 37 °C por 10min. Nuevamente
apoyados en la barra magnética, se separaron las perlas, recuperando el sobrenadante
gue contenia las librerias del ADN y se cuantificd por Qubit. Finalmente, se diluyé en
ADN hasta una concentracion final inferior a 30 fmol, tal como lo recomienda el
protocolo del kit Ligation Sequencing Kit V14 (SQK-LSK114) (Oxford Nanopore
Technology, UK) [34].
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2.1.8. Secuenciacion por nanoporos del ADNc

La secuenciacidon por nanoporos se llevd a cabo usando el dispositivo MinlON Mk1B
(Oxford Nanopore Technology, UK) acoplado con la Celda de Flujo Flongle FLO-FLG114
(Oxford Nanopore Technology, UK) y en conjunto con el kit de secuenciacién por ligacién
Ligation Sequencing Kit V14 (SQK-LSK114) (Oxford Nanopore Technology, UK). Previo a
la carga de la muestra se comprobé la disponibilidad de poros en la celda (55 poros) y
se prepard 120.5 pl de la mezcla de cebador con: 117 pl de Lavado de celda de flujo
(FCF), 0.5 ul de Albumina sérica bovina a 50 mg/ml (BSA) y 3 ul de Anclaje de celda de
flujo (FCT) [34].

Se cebd la celda introduciendo por el puerto de carga primero 80 pl de la mezcla
previamente preparada, evitando formar burbujas en el interior. Seguidamente, se
preparo 37.5 ul de mezcla de carga de muestra descrita a continuacion: 15 pl de Buffer
de secuenciacion (SB), 12.75 ul de Perlas de libreria previamente re-suspendidas (LIB) y

6 pl de Libreria de ADN.

Enseguida, se completé el cebado al introducir 20 pl restantes de la mezcla por el puerto
donde se introdujo la primera carga. A continuacion, por el puerto SpotON se cargaron
los 37.5 ul de mezcla de libreria suavemente, asegurandose de que el liquido fluyera.
Una vez completada la carga se cerraron los puertos de carga y SpotON, se colocd el

protector de luz de la celda y se configuré el dispositivo para iniciar la secuenciacién.

2.1.9. Adquisicidn de datos y basecalling

Previamente en el ordenador se instald el protocolo MinKNOW v 23.11.2 como
recomienda el proveedor (Oxford Nanopore Technology, UK). Dentro del programa se
inicid una nueva secuenciacion y se completaron los datos correspondientes a: cadigo
de la celda de flujo (FLO-FLG114), identificaciéon de la celda (ASJ157), dispositivo
(MinlON), guppy_version (7.2.11+0a03b4b93), identificacion del protocolo (Aspurrelli),
identificacion de la muestra (ASRACE), kit de secuenciaciéon (SQK-LSK114), tipo de
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basecalling (super-precisa, en ingles super-accurate, 400pb), ubicacién de salida de los
datos (
E:\Aspurrelli/ASRACE/20231218), tipo de reporte (Dorado v 7.2.11), software de reporte
(MinKNOW Core v 5.8.0) [47].

2.2, Disefio de pipeline para limpieza y tratamiento

2.2.1. Analisis de datos obtenidos

Una vez completada la secuenciacién se cred automaticamente una carpeta con los
datos de la secuenciacidn: secuencias pasadas, secuencias erréneas, reportes de
secuenciacion, alineamiento de secuencias, actividad de los poros y un resumen total.
Para la descarga se tomaron en consideracion los reportes de secuenciacidn y la carpeta
de secuencias pasadas. En un ordenador con sistema operativo Ubuntu de Linux se cred
un script de analisis bioinformatico en la terminal, siguiendo el flujo de trabajo detallado
en la Figura 1. En primer lugar, se instalé y comprobd la versidon de programas y librerias
necesarias para el andlisis de secuenciacién por nanoporos como: NanoPlot, Nanofilt,

Pychopper, Porechop, Python3, Amplicon_sorter y Orfipy.

Control de calidad —_— Imput: FASTQ
NanoPlot
1!
Eliminacién de > Imput: FASTQ
adaptadores porechop, pychopper
1)
Filtrado de secuencias N Imput: FASTQ
cortas NanoFilt
!
AIineamien.to de ; Imput: FASTQ/ FASTA
secuencias aplicon _sorter y orpify

Figura 1. Diagrama de flujo de trabajo para el andlisis de datos de
secuenciacion de A. spurrelli
Realizado por: Jessica Verdezoto Prado, 2024.
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Se abrid la terminal y se ubicd en el directorio donde se encontraba la carpeta de
secuencias pasadas, usando el comando gunzip y cat se descomprimio la carpeta y sus
archivos fueron concatenados en un nuevo archivo. Seguidamente, utilizando NanoPlot
v. 1.42.0 se efectud un andlisis estadistico para obtener la calidad y la longitud media de
las secuencias reflejadas en histogramas. A continuacién, se empled porechop v. 0.2.4
para eliminar adaptadores, mientras que pychopper v. 1.0.0 para cortar primers y
orientar las secuencias (poli A). Adicionalmente, se contabilizaron las lecturas usando la

libreria Awk v. 1.2.1 y se midié la calidad de secuencias con el comando NanoPlot.

Se realizdé un filtrado con NanoFilt v. 2.8.0, eliminando las secuencias con longitud
inferior a 200 pb y calidad menor a 12 (>Q12)[48]. Seguidamente, se clasificaron los
amplicones teniendo en cuenta la similitud y longitud de las secuencias, utilizando
amplicon_sorter.py para generar secuencias consenso [49]. Para obtener secuencias
traducidas del ADNc que codifica proteinas y péptidos precursores se leyeron las
secuencias con marcos de lectura abiertos (ORFs) empleando el comando orfipy v.

0.0.4[50].

2.2.2. Anadlisis de secuencias putativas

Las secuencias traducidas obtenidas se revisaron utilizando el programa Molecular
Evolutionary Genetics Analysis, MEGA X (v 10). Donde se agruparon y compararon todas
las secuencias por similitud, separandolas en dos archivos: péptidos y proteinas. Primero
se analizaron las secuencias peptidicas con la herramienta BLAST Basic Local Alignment
Search Tool del NCBI v 2.15.0, en busca de afinidad con otros péptidos antes descritos
[51,52]. Para ello se empled Protein BLAST (blastp) y en la caja de texto se inserté la
secuencia aminoacidica completa, desde el codén de inicio hasta el coddn STOP, pero
sin el asterisco (*). A continuacidon, se modific6 el pardmetro de organismo,
seleccionando amphibians (taxid:8292) mientras que los demas pardmetros quedaron
en las configuraciones por defecto (Standard databases, blastp (protein-protein

BLAST))[53,54].
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Por otro lado, también sé utilizd BLAST con las mismas especificaciones para las
secuencias proteinicas encontradas, con el fin de cotejarlas con proteinas ubicadas en
la base de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI). Al final, si
estas secuencias mostraban similitud con las familias de péptidos antimicrobianos, se
las agrupd con ellas y se les asigné un nombre similar o nuevo correspondiente a la
especie del anfibio, siguiendo la nomenclatura propuesta por Amiche y colaboradores,

2008 [6].

2.2.3. Analisis de espectrometria de masas

Se cred una base de datos con, un set de datos obtenidos mediante clonaje moleculary
espectrometria de masas en tdndem (espectrdmetro de masas con trampa de iones LCQ
Fleet ESI (Thermo Fisher San Jose, CA, EE.UU.) aplicados a la secrecidn cutanea de A.
spurrelli, de acuerdo a la metodologia propuesta por Proano y colaboradores en 2019
[18]. Adicionalmente, se afiadié otro set de datos obtenidos mediante clonaje molecular
en el estudio de Proaio y colaboradores de los laboratorios de la Pontificia Universidad
Catdlica del Ecuador y la Universidad Regional Amazdnica lkiam (datos no publicados).
También, se agregd el set de datos obtenidos mediante secuenciaciéon de ARN dirigido

aplicada a la secreciéon cutanea de A. spurrelli, ampliando la base de datos.

Una vez actualizada la base de datos se empled el software Mascot Distiller 2.8.5, que
permitid la comparacién de los espectros de las moléculas (péptidos fragmentados
reales) presentes en la secrecidn cutanea, frente a las moléculas tedricas establecidas
en la base de datos. Este analisis permite distinguir moléculas identificadas por clonaje
molecular y secuenciacién de ARN dirigido presentes en la muestra (secrecidon) mediante

protedmica, aportando veracidad y robustés al estudio.
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2.3.  Analisis de propiedades fisicoquimicas

2.3.1. Caracterizacion fisicoquimica

Una vez establecida la base de datos de los potenciales nuevos péptidos, se analizaron
las propiedades fisicoquimicas de los mismos empleando distintas herramientas
bioinformaticas. Primero se calculd la masa tedrica de cada péptido empleando el
software de libre acceso PeptideSynthetics (Peptide Protein Research Ltd., Fareham, UK)
donde en la caja de texto se colocd la secuencia correspondiente al péptido maduro y
se corrid el programa. Luego, se predijo la estructura secundaria de los péptidos usando
SOPMA (Self-Optimized Prediction Method with Alignment) de igual manera en la caja
de texto se colocd la secuencia del péptido maduro, se selecciond el tipo de
conformacion hélice alfa (a) y se corrid el programa. Finalmente, se calculé la carga neta
y el punto isoeléctrico empleando Bachem Peptide Calculator, se seleccioné el formato
de entrada de texto (aminodcido AA) seguidamente se colocd en la caja de texto la

secuencia del péptido maduro y se corrié el programa [55-57].

2.3.2. Prediccion y modelamiento de estructuras 3D

Se realizé el modelo de rueda helicoidal de los péptidos potencialmente antimicrobianos
empleando el software heliQuest, se ingresd en la seccidon Analysis. Se modificaron los
pardmetros de seleccién: tipo de hélice se selecciond alfa (a), window size (full), en la
caja de texto se ingresé la secuencia del péptido maduro y se procedio con la predicciéon
[58]. El modelamiento de la estructura tridimensional se obtuvo mediante la
herramienta I-TASSER, para ello inicialmente se cred una cuenta en el software. En la
caja de texto se colocé la secuencia peptidica, se llend los campos de email y contrasefia,
se coloco el codigo de identificacion del péptido finalmente se corrié (Run I-TASSER) el
programa. Para la prediccion de la estructura secundaria de las nuevas proteinas de
interés se usd el software de libre acceso SWISS-MODEL. Se cred un proyecto
denominado Proteins y en la caja de texto se insertd la secuencia aminoacidica
correspondiente a la zona de la proteina madura. A continuacion, se selecciond construir
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modelos y se eligid el mejor resultado respecto al mejor porcentaje de identidad y

estado “mondémero” [59,60].
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3. CAPITULO lil: PRESENTACION DE DATOS Y RESULTADOS

3.1. Preparacidn y secuenciacion de bibliotecas de ADNc

3.1.1. Tratamiento de la muestra

Tras la extraccion de secrecidn se obtuvieron dos tubos con 5 mg de secrecidn cutdnea
liofilizada de los que se extrajo el ARNm teniendo igualmente dos tubos con 8 uly 18 pl
de volumen, concentracién de 66,4 ng/ul, calidad (Abs260/280=1,92; Abs260/230=
0,84) y concentracion de 16,2 ng/ul, calidad (Abs260/280=1,36; Abs260/230= 1,07)
respectivamente. La construccién de ADNc dio como resultado 6 réplicas de 20 ul cada
una y concentracién entre 2,14 ng/ul y 2,58 ng/ul. En la amplificacién por RACE PCR se
obtuvieron 32 tubos con 20 pl. Tras la purificacién se cred un pool de muestra de 37 ul
y concentracién 36,6 ng/ul (197,39 fmol). El producto de la ligacion tenia un volumen de
15 pl con concentracion de 16,5 ng/ul (89 fmol), de los cuales se cred una alicuota de 6

ul y concentracion final 5.54 ng/ul (29.88 fmol).

3.1.2. Reporte de la calidad de datos de secuenciacion

Una vez finalizado el basecalling se adquirié el reporte total de la secuenciacién donde
se observd datos sobre el nimero de lecturas crudas, longitud de las lecturas, nimero
de PB, longitud N50. En base a esta informacion se cred la Tabla 2 que resume el
contraste de los datos crudos y analizados. Adicionalmente la Figura 2, presenta el flujo

de trabajo y la depuracion de los datos conforme se realizé cada paso de limpieza.
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Tabla 2. Resumen de la secuenciacién y andlisis bioinformatico.

Data cruda Data analizada
Total de lecturas 271941,0 reads 163,0 reads
Longitud media de lectura 422,7 pb 66,4 aa
Longitud mediana de lectura 399,0 pb 67,0 aa
Calidad media de lectura 11,4 Q -
Longitud N50 408,0 pb 69,0 aa
Bases totales 114961147,0 pb 10033,0 pb

- = no definido. Realizado por: Jessica Verdezoto Prado, 2024

271941,0 reads

Filtrado de secuencias
171,1MB
Alineamiento
66,9 MB

v
Marco de lectura

Figura 2. Depuracion de datos de la secuenciacidn por nanoporos. El tamafio de los datos
disminuye conforme cada paso de filtrado y limpieza.
Realizado por: Jessica Verdezoto Prado, 2024

Por otro lado, para iniciar el andlisis bioinformdatico se realizé6 un primer histograma
(plot) para evaluar la calidad de la secuenciacion (Figura 3), aqui podemos observar la
calidad respecto al tamafio de lecturas obtenidas. Se evidencia la distribucidn de las
lecturas y su calidad que oscila entre Q9 y Q22. Sin embargo, el rango de calidad media

de la secuenciacidn se encuentra entre Q11 y Q12.
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Figura 3. Control de calidad de la secuenciacidon por nanoporos de A.

“,n

spurrelli. Eje “x” tamano de lecturas (read lengths), eje “y” calidad

promedio de las lecturas (Q score).
Realizado por: Jessica Verdezoto Prado, 2024

3.2 Diseio de pipeline para limpieza y tratamiento

3.2.1. Secuencias precursoras obtenidas

Inicialmente los comandos gunzip y cat concatenaron la informacidn de las secuencias

en un archivo denominado Asp272.fastq (319,3 MB). Al

archivo AspPore.fastq (299,1 MB). Con pychopper se consiguid el archivo UncAsp.fastq
(231,3 MB). Empleando NanoFilt se obtuvo el archivo Unc2Fil.fastq (171,1 MB). Tras
aplicar amplicon_sorter se consigué la carpeta AmpUnc donde reposaba el archivo
Unc2Fil_consens.fasta (66,9MB). Utilizando orfipy se obtuvo el archivo AspOrFin.fa (27,1

KB) y finalmente en MEGA X se separaron las secuencias en dos archivos
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AspOrFinPeptide.fa y AspOrFinProtein.fa. Esta informacién se resume en la Figura 4.,
diagrama de flujo de trabajo (pipeline) con el detalle de las herramientas
bioinformaticas empleadas para la limpieza y tratamiento de los datos de secuenciacién

por nanoporos.

o Analisis
Pipeline = =
pl bioinformatico
CONTROL DE CALIDAD CONTROL%E CALIDAD

Crea histogramas con indices de calidad.
La calidad media de lectura fue Q11,4.

d

RECORTE Y ELIMINACION

Input: Asp272.fastq Output: Plots
Tool: NanoPlot

RECORTE Y ELIMINACION

Recorte y eliminacion de adaptadores.
AspPore.fastq 271941 reads

Input: Asp272.fastq Output: AspPore.fastq
Tool: porechop

PROCESAMIENTO Y CLASIFICACION

PROCESAMIENTO Y CLASIFICACION

Eliminacion de cebadores y orientacion de
secuencias. UncAsp.fastq 213772 reads

!

FILTRADO DE SECUENCIAS

Despreciacién de fragmentos cortos de
menos de 200 pb y calidad inferior a Q12.
Unc2Fil.fastg 159124 reads

Input: AsPorec.fastq Output: UncAsp.fastq
Tool: pychopper

FILTRADO DE SECUENCIAS

Input: UncAsp.fastg Output: Unc2Fil.fastqg

Tool: NanoFilt

ALINEAMIENTO DE SECUENCIAS

v
ALINEAMIENTO DE SECUENCIAS
Clasificacion por similitud y longitud, para
construir secuencias consenso.
Unc2Filt_conse.fasta 179 reads

Input: Unc2Fil.fastq
Qutput: Unc2Fil_consensussequences.fasta
Tool: amplicon_sorter.py

. 4
MARCO DE LECTURA

Input: Unc2Fil_consens.fasta
Output: AspOrFin.fa
Tool: orfipy

h 4
MARCO DE LECTURA

Codificacion de secuencias peptidicas
completas. AspOrFin.fa 163 reads

v
CLASIFICACION POR SIMILITUD

Alineamiento y clasificacién de potenciales

h 2
CLASIFICACION POR SIMILITUD

Input: AspOrFin.fa péptidos y proteinas.

Output: AspOrFinPeptide.fa yAspOrFinProtein.fa AspOrFinPeptide.fa 68 readsy
Tool: MEGA X AspOrFinProtein.fa 95 reads

A A A

Figura 4. Diseno del flujo de trabajo (pipeline) para la limpieza y tratamiento de datos de la

secuenciacién por nanoporos.
Realizado por: Jessica Verdezoto Prado, 2024
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Una vez realizada la limpieza y depuracion de datos de secuenciacién por nanoporos de
la secrecidon de Agalychnis spurrelli, se obtuvieron ciento sesenta y tres secuencias
precursoras. De las cuales tras aplicar BLAST y compararlas en la base de datos se
obtuvieron sesenta y ocho secuencias precursoras de potenciales péptidos, veinte y
cinco secuencias precursoras de potenciales proteinas y setenta secuencias precursoras
que no fueron identificadas con moléculas de interés. Las secuencias precursoras de
potenciales péptidos presentaron copias de la misma secuencia por lo que se redujeron
a 39 secuencias, que se presentan en la Tabla 3. con sus contigs, nimero de copias y
acompafiadas del resultado del analisis Blast/p realizado a cada una en la base de datos
del NCBI. Se puede observar que la familia de péptidos antimicrobianos (PAMs) con
mayor registro de secuencias corresponde a las Dermaseptinas, seguida por las
Triptofilinas, Filoseptinas, Filoquininas, Plasticinas, finalmente las Medusinas y Caerinas

con un unico registro.

Tabla 3. Lista de potenciales péptidos encontrados por secuenciacién de ARN dirigido a la
secrecion de A. spurrelli.

Identificacién del Blast/p
Contigs Copias Familia
transcrito Cobertura Identidad

Cons_Unc2Fil 031 14892 5 100% 100.00% Dermaseptinas
Cons_Unc2Fil0 0 6329 1 98% 100.00% Dermaseptinas
Cons_Unc2Fil 0 38 93 1 85% 98.28% Dermaseptinas
Cons_Unc2Fil 0 75 1010 1 98% 97.37% Dermaseptinas
Cons_Unc2Fil 0 19 890 1 98% 96.05% Dermaseptinas
Cons_Unc2Fil 0 6 3625 2 98% 95.83% Dermaseptinas
Cons_Unc2Fil 0 3 3007 3 94% 95.71% Dermaseptinas
Cons_Unc2Fil 0 66 152 1 98% 93.67% Dermaseptinas
Cons_FilAsUn 0 53 228 1 67% 90.57% Dermaseptinas
Cons_Unc2Fil0 5 1822 1 98% 89.98% Dermaseptinas
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Cons_Unc2Fil 0 28 352 1 100% 85.53% Dermaseptinas
Cons_Unc2Fil01 4664 1 52% 85.42% Dermaseptinas
Cons_FilAspUnc O

48 2 58% 78.95% Dermaseptinas

152

Cons_Unc2Fil 012 599 1 68% 78.18% Dermaseptinas
Cons_Unc2Fil 0 45 122 1 96% 91.94% Triptofillinas
Cons_Unc2Fil 0 72 260 3 98% 87.10% Triptofillinas
Cons_Unc2Fil 0 39 40 2 98% 86.67% Triptofillinas
Cons_Unc2Fil 0 51 66 2 72% 81.82% Triptofillinas
Cons_Unc2Fil 0 37 51 1 96% 74.19% Triptofillinas
Cons_Unc2Fil 0 68 42 1 - - Triptofillinas
Cons_Unc2Fil11 3722 3 98% 98.48% Filoseptinas
Cons_Unc2Fil 17 1287 5 95% 98.46% Filoseptinas
Cons_Unc2Fil 118 478 1 94% 97.06% Filoseptinas
Cons_Unc2Fil 1 38 316 2 98% 94.12% Filoseptinas
Cons_Unc2Fil 02 1524 1 100% 100.00% Filoquininas
Cons_Unc2Fil09 2426 1 98% 98.39% Filoquininas
Cons_Unc2Fil 0 16 629 1 98% 91.94% Filoquininas
Cons_Unc2Fil0 8 686 4 98% 80.00% Plasticinas
Cons_Unc2Fil 0 50 138 2 85% 78.26% Plasticinas
Cons_Unc2Fil 20 1331 5 98% 98.53% Medusinas
Cons_Unc2Fil 0 60 1718 2 98% 90.28% Caerinas
Cons_Unc2Fil 1 2 3471 2 98% 100.00% No definido
Cons_Unc2Fil 0 59 234 2 98% 100.00% No definido
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Cons_FilAsUn 0 25 3733 1 50% 97.30% No definido

Cons_FilAspUnc O

50 1 76% 88.24% No definido

144
Cons_Unc2Fil 0 22 237 1 76% 87.50% No definido
Cons_Unc2Fil0 70 254 2 43% 83.33% No definido
Cons_Unc2Fil 0 14 271 3 58% 80.56% No definido
Cons_Unc2Fil 0 13 462 1 73% 68.89% No definido

Copias= numero de repeticiones que tuvo la misma secuencia en el archivo final.
Realizado por: Jessica Verdezoto Prado, 2024

Por otro lado, las principales secuencias precursoras de proteinas junto con sus contigs
y andlisis BLAST se agruparon en la Tabla 4. Se destacan 17 secuencias precursoras con
alta similitud a proteinas de tipo Kazal descritas anteriormente en Cruziohyla calcarifer

y Pithecopus nordestinus.

Tabla 4. Lista de potenciales proteinas de interés encontradas por por secuenciacién de ARN
dirigido a la secrecion de A. spurrelli

Identificacion del Blast/p
Contigs  Copias Familia
transcrito Cobertura Identidad

Cons_Unc2Fil 1 56 130 2 76% 90.32% Kazal
Cons_Unc2Fil 1 58 99 1 86% 89.77% Kazal
Cons_Unc2Fil 112 3531 2 97% 89.16% Kazal
Cons_Unc2Fil 1 92 132 1 97% 88.04% Kazal
Cons_Unc2Fil 1 6 1983 1 98% 87.10% Kazal
Cons_Unc2Fil 1 23 184 1 90% 85.19% Kazal
Cons_Unc2Fil 1 4 1220 1 96% 78.67% Kazal
Cons_Unc2Fil 1 30 508 1 95% 72.83% Kazal
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Cons_Unc2Fil 1 85 181 1 93% 69.23% Kazal

Cons_Unc2Fil 19 1612 1 98% 68.67% Kazal
Cons_Unc2Fil 18 1861 3 98% 67.86% Kazal
Cons_Unc2Fil 1 20 544 2 98% 67.09% Kazal
Cons_Unc2Fil 113 1438 1 98% 66.67% Kazal
Cons_Unc2Fil 15 2202 1 76% 66.13% Kazal
Cons_Unc2Fil 1 89 503 4 77% 65.08% Kazal
Cons_Unc2Fil 1 40 315 1 98% 64.56% Kazal
Cons_Unc2Fil 1 50 355 1 76% 63.49% Kazal

Copias= numero de repeticiones que tuvo la misma secuencia en el archivo final.
Realizado por: Jessica Verdezoto Prado, 2024.

3.2.2. Clasificacion de PAMs encontrados

Las secuencias peptidicas se clasificaron en siete familias de péptidos con actividad
antimicrobiana: dermaseptinas (35,90%), triptofilinas (15,38%), filoseptinas (10,26%),
filoquininas (7,69%), plasticinas (5,13%), medusinas (2,56%) y caerinas (2,56%).
Adicionalmente, las secuencias que no encajaron en las familias fueron agrupadas y

denominadas como péptidos huérfanos (20,51%).

Dermaseptinas

Una vez formadas las secuencias consenso, 14 secuencias precursoras de dermaseptinas
fueron identificadas, las cuales fueron nombradas: Dermaseptin-SP2, Dermaseptin-SP3,
Dermaseptin-SP7, Dermaseptin-SP10, Dermaseptin-SP11, Dermaseptin-SP12,
Dermaseptin-SP13, Dermaseptin-SP14, Dermaseptin-SP15, Dermaseptin-SP16,
Dermaseptin-SP17, Dermaseptin-SP18, Dermaseptin-SP19, Dermaseptin-SP20. Dos de
estas (DRS-SP2, DRS-SP3) ya descritas anteriormente en A. spurrelli [18].
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Las secuencias precursoras codificaban un marco de lectura abierto (ORF) compuesto
por: (1) un péptido-senal putativo de 22 aminoacidos; (2) un espaciador acido de 23
aminodcidos que contienen dos sitios de procesamiento de propéptidos (KR). Y (3) la
region del péptido maduro que variaba entre 24 a 53 aminodcidos, que se puede
apreciar en la Tabla 5. Adicionalmente, algunas dermaseptinas contienen (4) una regioén

de residuo de glicina donante de amida en el C-terminal.
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Tabla 5. Secuencias aminoacidicas traducidas del marco de lectura abierto que codifican a péptidos de la familia de Dermaseptinas.

Espaciador acido
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Wow oW wWwWwWwWwwwwwwuw
DRwOOROQLLOOON
[ o o o 0 (e o s O O O o
Wowowwwwwwwwwwuwuw
googgoo0oggoooaoa
WwwwyY ww | Wwwwyuw
WowwwwwWw W wwwuw
WowowWwWwWwWwwo wwwuwuw
ooQNN0O>-200000
WWwWwwwwwwyYwwwww
2222222 uwzZzZZze
Wowwwwwwwwwwwuwuw
(A AN
XY YYYYYYYYYYYY
Wwwwwwwwwwwwuww,
Wowowwwwwwwwwwwuw
WwWwwwwwwwwwwwo
[/ RO/ RV U/ NV NV NV RV RU/ U/ O OO RO]
= | -] ] -] -] M_ - | ] -] -] -] -]

wl vl vl vl Vvl vl vvvvvl
e | e |
0l vl vl vl vl vl v
21 2021 2021 21 21 21 = 21 21 21 21 2]
RS- - B
[U/NV/RU/RU/RGRU/RU/ UGV RV RU/RGRU]
B I e e e e I I
[ R T T R T T T T I T I T R T TR TR TR TN
B I B e e e e e I |
212121 2021 21 21 21 21 21 21 21 21 >
O
VR TR TR R VR TR TR TR TR R TR R TR TR Ry TR TR
O O O [ [ o
0l vl vl vl vl vl vl vvnnv
A4 AR A A R A AR VA A A AR VA Y]
X| M| ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ Y Y
B [ P/ S 4 7 R
(T QT I T T VN TN T T V8 [ Y TR (V|
C (RO (R (R (R (R (RS (RTINS (R
3515353232 8l5l 55333

1 NOYE ONWON®QO
NN N e e e e e N
Cooaaaaaaannnn
A Gl R R I R
EEEEEEEEEREEREE
P - - I
coobbooobbobian
T T T TR TR TR T T
nw v uvuununoonnnnunnoe
0000000 C000a®
EEEEEEEEEEEEEE
L T R R S R I
G 000000000000
[alalyalNalyalyalyaiyaiyalyaiyaiyaiyalyal

Péptido maduro

Péptido

98.

70.

GKAAGK AVLNS VTDMVNAOQ
GKAAGK AVLNS VT DMVNAQ
GKAAGK AVLNS VTDMVNAOQ

46.

Dermaseptin-SP11 .

A S GKVF LKN
A S WK DF F KN
A S WKV F L KN

Dermaseptin-SP7

Dermaseptin-SP2

MEEPE AT >

K QK NV KS VI

A S WK BDZE E KK Y RKSS S RKCS GEKE S G Y G K5 R-RIA

Dermaseptin-SP12 .

KN MAKNAAKI KVAKAAANA AAKAAANAI

GTVALHAGKAAFGAA ADTI

A L WKDI L KK
A A WT S 1

S L. WS S
G MF T N

Dermaseptin-SP13 .

AKSVNNMANQEE EQESKKM*

Dermaseptin-SP14 .

MNP

KDMAAAAGRAALNAY NG

L K G

Dermaseptin-SP3

GKLAGQAALGAVKTL V

G

M

Dermaseptin-SP10 .

Dermaseptin-SP15 .

K Q

AAAKE AAKAA GKTI1 S DV

KDV GKSAVKAAAKAAGKAA LGAL S EAV
KQV GKEAAKAAGKAALNAYV T DVVNAQ

KQV GKEAAKAAEVRKRL *

AAGKAALGAL
LKK V GI AAGK AVLNK VTDMV NOQEEEE~ - - - - - - - - -

KQV G KEAAI

Dermaseptin-SP16 .

Dermaseptin-SP17 .

Dermaseptin-SP18 .

Dermaseptin-SP19 .

L

GUENEKES

Dermaseptin-SP20 .

espacios afiadidos para completar la alineacion, *= coddn de terminacién (STOP). La region del péptido sefial se encuentra subrayada (1-22
aa). En la zona acida se visualiza los espaciadores dcidos marcados con negrita (23-45 aa). El péptido maduro se muestra resaltado en color gris

(46-en adelante, aa) y la amidacidn se encuentra resaltada con color gris oscuro.

Realizado por

Jessica Verdezoto Prado, 2024.
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Al comparar las secuencias aminoacidicas en la base de datos del NCBI se obtuvo la Tabla
6, donde se muestra que la dermaseptin-SP11 y dermaseptin-SP7 compartieron entre
97.37% y 96.05% de identidad con la secuencia aminoacidica de la dermaseptin-SP2 de
Agalychnis spurrelli con una cobertura del 98% (numero de acceso: AOA5P9K470.1).
Mientras que sus péptidos maduros compartieron entre 100% y 93.55% de identidad
con la dermaseptin-SP2 y una cobertura entre el 87% y 100% (numero de acceso:

AOA5P9K470.1).

Las dermaseptin-SP12, dermaseptin-SP13, dermaseptin-SP14 y dermaseptin-SP3
compartieron identidad de 85.42%, 93.67%, 78.95% y 90.57% respectivamente con la
dermaseptin-B1 de Phyllomedusa bicolor con una cobertura de entre 52% y 98%
(ndmero de acceso: AFR78286.1). Al comparar los péptidos maduros se obtuvo que la
region del péptido maduro de dermaseptin-SP12 y dermaseptin-SP13 compartieron
entre 79.41% y 69.23% de identidad con dermaseptin-SS1 de Phyllomedusa tarsius y
entre 97% y 100% de cobertura (numero de acceso: WNH96388.1).

Para el caso de las dermaseptin-SP15, dermaseptin-SP16, dermaseptin-SP17 vy
dermaseptin-SP18 presentaron identidad de 78.18%, 89.98%, 90.50% y 98.28% con la
dermaseptin-H3 de Pithecopus hypochondrialis y cobertura entre 68% y 94% (numero
de acceso: P84596.1). En cambio, sus péptidos maduros mostraron entre 77.78% y
92.86% de identidad con la dermaseptin-1 de Pithecopus nordestinus y 100% de

cobertura (nimero de acceso: J7H8J4.1).

La dermaseptin-SP19 compartio identidad del 98.28% con la dermaseptin-H4 de
Pithecopus azureus y cobertura del 98% (numero de acceso: Q1EJP5.1). Mientras, que
su péptido maduro mostré entre 92.86% de identidad con la dermaseptin-H4 de

Pithecopus azureus y cobertura del 100% (numero de acceso: Q1EJP5.1).

Para el caso de la dermaseptin-SP20, presentd 85.53% de identidad con la dermaseptin-

H1 de Pithecopus hypochondrialis y 100% de cobertura (niUmero de acceso: P81486.1).
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Mientras que su péptido maduro obtuvo 88.98% de identidad con la dermaseptin-1 de

Phyllomedusa tomopterna y 84% de cobertura (numero de acceso: P85523.1).

La dermaseptin-SP10, presentéd 95.83% de identidad con la dermaseptin-A4 de
Agalychnis annae y 98% de cobertura (numero de acceso: 093224.1). Y su péptido
maduro obtuvo 93.10% de identidad con la dermaseptin-A4 de Agalychnis annae y 100%

de cobertura (numero de acceso: 093224.1).
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Tabla 6. Alineamiento multiple de las secuencias aminoacidicas correspondientes a la familia de Dermaseptinas, obtenidas por secuenciacién de ARN dirigido
a la secrecién cutanea de A. spurrelli.
N° de acceso | Péptido | Péptido sefial | Espaciador acido
23 45,

LVLFLGL VSLS|I CEEE KRENEDEEEQEDDEQSEEKR

Dermaseptin-SP11. Yo% RS O R O% & % WA ¥ ORAE R ORA %A

Dermaseptin-SP2 . T T g T G W & oW W % 6 e e & W B
AOA5P9K470.1 Dermaseptin-SP2 . & % OB % % % % 3 ¥ &% %3 % LB o5 93 %s Sk 5 8 32 0% % % o sowws 3 oz o8 u.Ez

Péptido maduro
46. 70.

Dermaseptin-SP7 . AS WK D KNI GKAAGKAVLNS VTDMVNAQ %

Dermaseptin-SP11. R Y L e A s

Dermaseptin-SP2 . B VA
AOA5P9K470.1 Dermaseptin-SP2 Vv

1
Dermaseptin-SP7 . MAFEFEL

I=
I=
(%]

L E

(ol —

N° de acceso Péptido Péptido sefial Espaciador acido

23. 45.

Dermaseptin-SP12. LML ELGL NVSLS]LEEEE KRENEDEEEQEDDE QS EE K.R
Dermaseptin-SP13. S B W O% B R Y OB B OH OGS R ¥ 3 oau o@a G5 % # 5 % % 3 swwe Kz g z@wse 28 8 Ms
Dermaseptin-SP14. R T T T I Y TR Y T T T T T Y
Dermaseptin-SP3 . e e O O

AFR78286.1 Dermaseptin-B1 . % OGRS %O B % & % WA ¥ ORAEE 8 ¥R %A

£ -
|>
I
=
I=
1=
%]

L E

Péptido maduro

98.
Dermaseptin-SP12. A S WKDF FKKY RKSSRKSCFKFSYGY GKSRRAI KQKNVKSVI VPALH*
Dermaseptin-SP13. . L . . . | L. . | GTVALHAGKAAFGAA ADT I s o/GIEM-*
Dermaseptin-SP14. . A. TS| | . NMA. NAA. KVA. AAANAAAKAA. NAI AKSVNNMANQEEQESKKM *
DermaseptinSP3 . S L. SS| KDMAAAAG. AALNAV NGI VvV NP [GENG *
AFR78286.1 Dermaseptin-B1 M. ..VL.. | GTVALHAGKAALGAV ADTI SQGE .
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Tabla 6. Continuacién de Tabla.

N° de acceso | Péptido | Péptido sefial Espaciador acido
1 23. 45.
DermaseptinSP15. MAFLKK SFF L VLFLGMI SLS] CEEE KREEKNDEEQEDDERSEEKR
Dermaseptin-SP16 . e 3 s L = B M oo i wow ox oww x INVETDIES Q M.
Dermaseptin-SP17 . oo s K s L = i Mw war s s 5 = » 5 NEBDE Q. M.
Dermaseptin-SP18 . « & kS s L = LV N-E D E. . Q. M.
P84596.1 Dermaseptin-H3 L . Vv s s o= ow = NBEBE: . L Q. M.
Péptido maduro
68.
Dermaseptin-SP15 . GMWSTI KEI GI AAAKE AAKAAGKTI SDVI KQ ¥
Dermaseptin-SP16 . s & s s Ke - DV . KS: VM. A o .: = AALGALSEAV ¥
Dermaseptin-SP17 . T K Qv . KE. A.G... LNAVT. . VN. i
Dermaseptin-SP18 . N K @ A K ER SN AN EAVE RS R *
P84596.1 Dermaseptin-H3 . o b s o s NIV o« KE & o LA s G own s L GAL
N° de acceso Péptido Péptido senal Espaciador acido
1 23. 45.
Dermaseptin-SP19. MA FLKK SLF L VLFLGMVSLS|I CEEE KRENEDEEKQEDDEQS E MKR
Q1EJP5.1 Dermaseptin-H4 . . v NIk P B 5w B A .
Péptido maduro
74.
DermaseptinSP19. G L WS K| KQV GKEAAI AAGKAALGAL [GEQ*
Q1EJP5.1 Dermaseptin-H4 . . . . . T. . N.
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Tabla 6. Continuacién de Tabla.

N° de acceso | Péptido

Péptido sefal

Espaciador acido

Dermaseptin-SP20 .
P81486.1 Dermaseptin-H1

Dermaseptin-SP20 .

LE

= I
=
IR
TR
(%}

23 45.

LVLFLGLVSLS]I CDE- KRENEDEEEQEDDEQS EEKR

E . E .
Péptido maduro

77.

GLLKSLLKKVGIAAGKAVLNKVTDMV N QGEE -+

P81486.1 Dermaseptin-H1 W. .. ..N..V.....A..A.
N° de acceso Péptido Péptido sefial Espaciador acido
1 23. 45.
Dermaseptin-SP10. MA FLKK SLF LVLFLGMVSLS| CEEE KREEEI E-- QEDDEQS EE KR
093224.1 Dermaseptin-A4d PR N. - -
Péptido maduro
7 i

Dermaseptin-SP10 .
093224.1 Dermaseptin-A4

GMFTNMLKGI GKLAGQAALGAVKTL vgead*

A. E.

. = aminoacidos conservados, - = espacios afiadidos para completar la alineacion, *= coddn de terminacién (STOP). La regién del péptido sefial se encuentra
subrayada, la zona 4cida contiene espaciadores dcidos marcados con negrita. El péptido maduro esta resaltado en color gris y la amidacién con color gris

oscuro.

Realizado por: Jessica Verdezoto Prado, 2024.
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Triptofilinas

Se identificaron 6 secuencias completas correspondientes a esta familia y fueron
nombradas: Tryptophyllin-AST1,  Tryptophyllin-AST1-2, Tryptophyllin-AST2-1,
Tryptophyllin-AST2-3, TryptophyllinAST3 y Tryptophyllin-AST3-2. Las secuencias
precursoras constan de una longitud entre 61 y 69 aminodcidos. La Tabla 7 muestra el
marco de lectura abierto (ORF) que consistié en: (1) un péptido sefial putativo de 22
aminodcidos; (2) un espaciador acido de entre 25 y 30 aminodcidos que contienen dos
sitios de procesamiento de propéptidos (KR/RR). Y (3) la region del péptido maduro que

variaban entre 8 a 16 aminodacidos.

Tabla 7. Secuencias aminoacidicas traducidas del marco de lectura abierto que codifican a
péptidos de la familia de triptofilinas.

Péptido ‘ Péptido sefial ‘ Espaciador acido
1 23: 35:
Tryptophyllin-AST1 . MDFLKKSLFLVLFLGLVS] SECNEEKRQDDDEGNE
Tryptophyllin-AST1-2 . MDFLKKSLFLI]ILFELGEVS] SECDEEKRQEDDEANE
Tryptophyllin-AST2-1 . MPDELKKSLELNVNLELGEl S] SEEDEEKREDDE@GNE
Tryptophyllin-AST2-3 . MDFLKKSLLLVLFLGLVS] SECDEEKRQDDEEENE
Tryptophyllin-AST3 . MAFLKKSLFFVLFLGLVSL SICDKQKRETEKDEDN
Tryptophyllin-AST3-2 . MAFLKKSLFFVLFLGLVSL SICDKQKRETEKDEDN
Péptido Espaciador acido Péptido maduro
36. 69.
Tryptophyllin-AST1 . REEKKEI HEE GNQEERRDK PPAWVPGKK* - - -
Tryptophyllin-AST1-2 . REEKKEI HEMGNQEARRDKPPSWVP*- - - - - - - .
Tryptophyllin-AST2-1 . REEKKEI HEE GNQEERRDMSPPWFGKK* - - - - - -
Tryptophyllin-AST2-3 . REEKKEI QEE GNPEETRDMDPPF NR*- - - - - - - -
Tryptophyllin-AST3 | EEEEENHEE - - - - - RRQG KPYWPPPFLPEKRY*
Tryptophyllin-AST3-2 . | EEEEENHEE - - - - - RRQG KPYWPPPLPEKRY *-

- = espacios afadidos para completar la alineacién, *= coddn de terminacion (STOP). La regién
del péptido sefial se encuentra subrayada, la zona acida contiene espaciadores acidos marcados
con negrita. El péptido maduro esta resaltado en color gris.

Realizado por: Jessica Verdezoto Prado, 2024.

Tras el analisis de las secuencias aminoacidicas en la base de datos del NCBI se obtuvo
la Tabla 8., donde se muestra el alineamiento de las tryptophyllin-AST1 y tryptophyllin-
AST1-2 compartieron identidad de 91.94% y 86.67% respectivamente con la secuencia
aminoacidica de la tryptophyllin-1 de Agalychnis dacnicolor con una cobertura del 98%

y 96% (nUmero de acceso: P83455.2). Mientras que sus péptidos maduros compartieron
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entre 87.50% y 100% de identidad con la tryptophyllin-1 de Agalychnis dacnicolor y una

cobertura entre el 88% y 83% (numero de acceso: P83455.2).

Para el caso de la tryptophyllin-AST2-1 y tryptophyllin-AST2-3 se obtuvo entre 87.10% y
81.82% de identidad con la secuencia aminoacidica de tryptophyllin-2 de Agalychnis
dacnicolory entre 98% y 72% de cobertura (numero de acceso: CAX48635.1). Su péptido
maduro presenté entre 100.00% y 90.00% de identidad con tryptophyllin-2 de
Agalychnis callidryas y una cobertura entre 90% y 75% (nimero de acceso: CDI71028.1).

Respecto a las tryptophyllinAST3 vy tryptophyllin-AST3-2 compartieron identidad del
74.19% con la tryptophyllin-PhT3 de Pithecopus hypochondrialis y cobertura del 96%
(ndmero de acceso: AHF20803.1). Mientras, que sus péptidos maduros mostraron baja

o nula identidad con péptidos o proteinas de anfibios antes descritos.

Tabla 8. Alineamiento multiple de las secuencias aminoacidicas correspondientes a la familia
de triptofilinas, obtenidas por secuenciaciéon de ARN dirigido a la secrecién cutdnea de A.
spurrelli.

N° de acceso| Péptido | Péptido sefial ‘ Espaciador dcido
i 23.
Tryptophyllin-ASTL . MDFLKKSLELVLFLGLYSI SECNEEKRQDDDEGNE
Tryptophyllin-AST1-2. Com @ W R K I s oo v Fo wn s oo D s s 5w Eiv =0 As =
P83455.2 Tryptophyllin-1 ; s N s s s s 28w 58 5@ Esss 5553 Dssssmms s 558
Espaciador acido Péptido maduro
36. 64.
Tryptophyllin-AST1 . REEKKEI HEE GNQEERRDK PPAWVPGKK*
Tryptophyllin-AST1-2. b i) Dmsn Bews s i M. ...A.. . ST *
P83455.2 Tryptophyllin-1 ; S EEEEE QD s mw s vy 55 38835 §8 86
N° de acceso Péptido Péptido sefal Espaciador acido
1 23.
Tryptophyllin-AST2-1. MDFLKKSLFLVLFLGFISI SFCDEEKREDDEQGNE
Tryptophyllin-AST2-3. ¢ omow ww won & Lo s 5 s s LV:s s 005 ¢35 s 3 Qw « « EEs =
CAX48635.1 tryptophyllin-2 ; s ms s R s s om 58 5% .8 3 Vs s855 558855 DENHG
Espaciador acido Péptido maduro
36. 63.
Tryptophyllin-AST2-1. REEKKEI HEE GNQEERRDMSPPWF GKK *
Tryptophyllin-AST2-3. oo G Bew Een Q.. .. P..T. N OFREENE *
CAX48635.1 tryptophyllin-2 ; Sws o Re v s mm 58 8§ 8885 8 828 He s s
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N° de acceso Péptido Péptido sefial ’ Espaciador acido

1. 23.
Tryptophyllin-AST3 . MAFLKKSLFFVLELGLVSLSICDKQKRETEKDEDN
Tryptophyllin-AST3-2. SE EE T EEEE Y Y TR N R Y
AHF20803.1 tryptophylinPhT-3 . . . . . .. T L T, . E..KA.E..NK
Espaciador acido Péptido maduro
36. 69.
Tryptophyllin-AST3 . | EEEEENHEE - - - - - RRQGKPYWPPPFLPEKRY*
Tryptophyllin-AST3-2. Wowom R R Gk m B % S = omm . . R R DR R KAR Y *
AHF20803.1 tryptophyllin PhT-3 . N. .o e ...D..F. ... 1 Y.M .H

. = aminoacidos conservados, - = espacios afiadidos para completar la alineacién, *= codon de
terminacion (STOP). La regidn del péptido sefial se encuentra subrayada, la zona acida contiene
espaciadores acidos marcados con negrita. El péptido maduro esta resaltado en color gris.
Realizado por: Jessica Verdezoto Prado, 2024.

Filoseptinas

Se obtuvieron 4 secuencias precursoras de péptidos alineadas a la familia de las
filoseptinas y fueron nombrados de la siguiente manera: Phylloseptin-SP1, Phylloseptin-
SP4, Phylloseptin-SP5 y Phylloseptin-SP2. De estos, PLS-SP1 y PLS-SP2 ya fueron

reportados anteriormente en A. spurrelli [18].

Las secuencias precursoras contaron con una longitud entre 67 y 70 aminodcidos. La
Tabla 9. muestra el marco de lectura abierto (ORF) que consistid en: (1) un péptido seial
putativo de 22 aminoacidos; (2) un espaciador acido de 24 aminoacidos que contienen
dos sitios de procesamiento de propéptidos (KR/R). Y (3) la region del péptido maduro
gue variaban entre 19 a 22 aminodacidos. Adicionalmente, presentaron (4) un residuo de

glicina donante de amida en el C-terminal.
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Tabla 9. Secuencias aminoacidicas traducidas del marco de lectura abierto que codifican a
péptidos de la familia de filoseptinas.

Péptido ] Péptido sefial | Espaciador 4cido
1 23. 46.
Phylloseptin-SP1 . MAFLKKSLFELVLELGLVSLSI CEEEERETKEEENEQEDDNR- EEKR
Phylloseptin-SP4 . MAFLKKSLFLVLFLGLVSLS| CEEEERETKEEENEQEDDNR- EEKR
Phylloseptin-SP5 . MAFLKKSLELVLFELGLVSLSI CEEEERETKEEENEQEDDNR- EEKR
Phylloseptin-SP2 . MAFLKKSLELVLELGLVSLSI CEEEKRETEEKENEQEDDDKSEEKR
Péptido Péptido maduro
47. 66. 70.
Phylloseptin-SP1 . FLSLIPHVISAIPHVVNALSNLIG*
Phylloseptin-SP4 . FLSLIPHVISAIPHVVSAISSL@&*
Phylloseptin-SP5 . FLSLIPHVISAIPHVVNALSGLIG*
Phylloseptin-SP2 .  F LSLI PHAI NAVSALAKHFI*— .

- = espacios afadidos para completar la alineacién, *= coddn de terminacion (STOP). La regién
del péptido senal se encuentra subrayada, la zona acida contiene espaciadores dcidos marcados
con negrita. El péptido maduro esta resaltado en color gris y la amidacién con color gris oscuro.
Realizado por: Jessica Verdezoto Prado, 2024.

El alineamiento de las secuencias aminoacidicas en la base de datos del NCBI permitié
crear la Tabla 10., donde se observa que la phylloseptin-SP1, phylloseptin-SP4 y
phylloseptin-SP5 compartieron identidad 100.00%, 94.12% y 97.06% respectivamente
con la secuencia aminoacidica de la phylloseptin-SP1 de Agalychnis spurrelli con una
cobertura entre 94% y 98% (numero de acceso: AOA5P9K461.1). Mientras que sus
péptidos maduros compartieron entre 91.30% y 95.65% de identidad con la
phylloseptin-SP1 de Agalychnis spurrelli con una cobertura del 100% (nimero de acceso:

AOA5P9K461.1).

La phylloseptin-SP2 compartié identidad del 98.48% con la phylloseptin-Az2 de
Pithecopus azureus con una cobertura de 98% (numero de acceso: P85882.1). Al
comparar su péptido maduro se obtuvo que compartid 95.00% de identidad con
phylloseptin-Az2 de Pithecopus azureus con una cobertura de 100% (nimero de acceso:

P85882.1).
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Tabla 10. Alineamiento multiple de las secuencias aminoacidicas correspondientes a la familia de filoseptinas, obtenidas por secuenciacién de ARN
dirigido a la secrecidn cutanea de A. spurrelli.

N° de acceso Péptido Péptido senal Espaciador acido
1 23. 46.
Phylloseptin-SP1 . MAFLKKSLFLVLFLGLVSLSI CEEEERETKEEENEQEDDNR- EEKR
Phylloseptin-SP4 . A I L O Y R g A 2w
Phylloseptin-SP5 . YSSmEEYs Spge SEeapegge SpEe Speseeggs | Spee SurSmegmgps SpESM sprsamegge | Speege Sy - .
AOA5P9K461.1 Phylloseptin-SP1 . T R S N B
Péptido maduro
47. 70.
Phylloseptin-SP1 . FLSLIPHVISAIPHVVNALSNLIG*
Phylloseptin-SP4 . S s e SioRINSi
Phylloseptin-SP5 . . G.
AOA5P9K461.1 Phylloseptin-SP1 . S oAmr A w BAY R B BAYa B W R B BT A S A G -
N° de acceso Péptido Péptido senal Espaciador acido
1 23.
Phylloseptin-SP2 . MAFLKKSLFLVLFLGLVSLS|I CEEEKRETEEKENEQEDDDKSEEKR

P85882.1 Phylloseptin-Az2 . D T T e T . T T T
Péptido maduro
47. 67.
Phylloseptin-SP2 . FLSLIPHAI NAVSALAKHF.*
P85882.1 Phylloseptin-Az2 . e O T O ... -

. = aminodcidos conservados, - = espacios afiadidos para completar la alineacidn, *= coddn de terminacion (STOP). La regién del péptido sefial se
encuentra subrayada, la zona 4cida contiene espaciadores acidos marcados con negrita. El péptido maduro esta resaltado en color gris y la amidacion

con color gris oscuro.
Realizado por: Jessica Verdezoto Prado, 2024.
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Filoquininas

Se identificaron 3 secuencias completas que codificaban a péptidos, que fueron
nombrados: [Ser6, Vall10, Asp11]-phyllokinin, Thr6, Val10, Asp11-phyllokinin y [Thr6,
lle10, Tyrll]-phyllokinin. [Ser6, Vall0, Aspl1)-phyllokinin y [Thr6, Vall0, Aspl1)-

phyllokinin ya fueron reportadas anteriormente en A. spurrelli [18].

Las secuencias precursoras tenian una longitud de 63 aminodcidos. En la Tabla 11. se
observa el marco de lectura abierto (ORF) que consistio en: (1) un péptido sefial putativo
de 22 aminoacidos; (2) un espaciador acido de 25 aminoacidos que contienen dos sitios
de procesamiento de propéptidos (KR), una secuencia de cuatro aminoacidos
(ESPE/ESPD) en el extremo C-terminal; y (3) la region del péptido maduro de 11

aminoacidos.

Tabla 11. Secuencias aminoacidicas traducidas del marco de lectura abierto que codifican a
péptidos de la familia de filoquininas.

Péptido Péptido sefal
1 22.
Ser6-Vall0-Aspll-phyllokinin .~ MSFLKKSLLLVLELGLVSESIC
Thré, Vall10, Asp11-phyliokinin. ~ MSFELKKSLELVLELGLVSESIC
Thré-1le10-Tyr11-phyllokinin .~ MSFEFLKKSLFELVLELGLISESIC

Espaciador acido
23. 47.
Ser6-Val10-Asp11-phyllokinin . EEEKRETEEEENEDEMDEESEEKKRESPD
Thré, Val10, Asp11-phyllokinin. EEEKRETEEEENEDEMNEESEE- KRESPE
Thré-1le10-Tyr11-phyllokinin EEEKRETEEEENEDEI EEESEEKKRESPE

Péptido maduro
52. 63.
PAGESSEPSESREVAD] *
PGFTPFRVD*
P GFII PERI Y| *

Ser6-Vall0-Asp11-phyllokinin .
Thr6, Val10, Asp11-phyllokinin .
Thr6-1le10-Tyr11-phyllokinin

- X0 =X
ol o e o)

- = espacios afnadidos para completar la alineacién, *= coddn de terminacion (STOP). La regidn
del péptido sefial se encuentra subrayada, la zona acida contiene espaciadores acidos marcados
con negrita. El péptido maduro esta resaltado en color gris.

Realizado por: Jessica Verdezoto Prado, 2024.
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Al comparar las secuencias aminoacidicas en la base de datos del NCBI se obtuvo la Tabla
12., donde se muestra que la [Ser6, Vall0, Asp11]-phyllokinin y [Thr6, Val10, Asp11]-
phyllokinin compartieron identidad de 98.39% y 100.00% con el Thr6-bradykinyl-ValAsp
de Agalychnis spurrelli con una cobertura del 98% y 100% (numero de acceso:
AOA5Q0MUMS.1). Al comparar su péptido maduro se obtuvo que compartio 98.39% de
identidad con Bradykinin de Agalychnis callidryas y 100% de cobertura (numero de
acceso: LOPJVS8.1).

Para el caso de la [Thr6, lle10, Tyr11]-phyllokinin, presenté 91.94% de identidad con el
phyllokininogen-B1 de Phyllomedusa bicolor con una cobertura del 98% (numero de
acceso: AFR78288.1). Y su péptido maduro obtuvo 93.33% de identidad con el

phyllokininogen-B1 con una cobertura del 98% (nUmero de acceso: AFR78288.1).

Tabla 12. Alineamiento multiple de las secuencias aminoacidicas correspondientes a la familia
de filoquininas, obtenidas por secuenciacion de ARN dirigido a la secrecién cutanea de A.

spurrelli.
N° de acceso I Péptido Péptido sefial
1 22.
Ser6-Val10-Asp11-phyllokinin . MSELKKSLLLVLELGLMSESI.C
Thr6, Vall0, Asp11-phyllokinin . LR ¥ RN @ R W Flan ¢ ao @ w0 & &0 @ &0 % &6 @ &
AOA5Q0MUMS.1 Thré-bradykinyl-ValAsp . e e e Flom o om @ 0w o 9 0N W o B s
Espaciador acido
23. 47.
Ser6-Val10-Asp11-phyllokinin . EEEKRETEEE ENEDEMDE ES EE KK RE SP D
Thr6, Vall0, Asp11-phyllokinin . S w M W O W RN WO W O e R o 1 E o moomom o E
AOA5QO0MUMS.1 Thré6-bradykinyl-ValAsp ¢ s R R AR R WA e & Koo oowi s w2 a2 w E
Péptido maduro
63.
Ser6-Val10-Aspll-phyllokinin . REPSPIG E SEPUESRAVAD: *
Thr6, Vall0, Asp11-phyllokinin . DS e N SRS
AOA5Q0MUMS.1 Thré-bradykinyl-ValAsp . s B wn callllee v e -
N° de acceso Péptido Péptido sefial
1 22.
Thr6-1le10-Tyrll- phyllokinin . MSELKKSLFLVLFELGLISESI C
AFR78288.1  phyllokininogen-B1 . AL L B8 e s spenne V... ..
Espaciador acido
23. 47.
Thr6-1le10-Tyrll- phyllokinin . EEEKERETEEEENEDEL EEESEERKKRESEPE
AFR78288.1  phyllokininogen-B1 . e e e e e e Q. . . ...
Péptido maduro
63.
Thr6-1le10-Tyrll- phyllokinin . RPPGFETPFRIY*®
AFR78288.1  phyllokininogen-B1 . s rmioe o o e e e -

. = aminodacidos conservados, - = espacios afladidos para completar la alineacién, *= coddén de
terminacion (STOP). La region del péptido sefial se encuentra subrayada, la zona acida contiene
espaciadores acidos marcados con negrita. El péptido maduro esta resaltado en color gris.
Realizado por: Jessica Verdezoto Prado, 2024
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Medusinas

Se identificd una secuencia que codificaba un péptido de esta familia nombrado:
Medusin-AS. Cabe destacar que este mismo péptido ya fue descrito en A. spurrelli

anteriormente [18].

La secuencia precursora poseia una longitud de 69 aminodcidos. La Tabla 13. muestra el
marco de lectura abierto (ORF) que consistié en: (1) un péptido sefial putativo de 22
aminodcidos; (2) un espaciador acido de 27 aminodcidos que contienen dos sitios de
procesamiento de propéptidos (KR); (3) la regién del péptido maduro de 18 aminoacidos

y (4) una region de residuo de glicina donante de amida en el extremo C-terminal.

Tabla 13. Secuencias aminoacidicas traducidas del marco de lectura abierto que codifican a
péptidos de la familia de medusinas.

Péptido Péptido sefal
1 22.
Medusin-AS . MAFLKKSLELVLELGLVSLSVC

Espaciador acido
23. 49,
Medusin-AS . EEEKRESEEEKNEQEEDDREERSEEKR

Péptido maduro
50. 69.
Medusin-AS . LLGMIPLAISAISALSKLI* -----

- = espacios afiadidos para completar la alineacion, *= coddn de terminacién (STOP). La regién
del péptido sefial se encuentra subrayada, la zona acida contiene espaciadores acidos marcados
con negrita. El péptido maduro esta resaltado en color gris y la amidaciéon con color gris oscuro.
Realizado por: Jessica Verdezoto Prado, 2024.

Tras el alineamiento de las secuencias aminoacidicas en la base de datos del NCBI se
obtuvo la Tabla 14., donde se observa que la medusin-AS compartio 83.33% de identidad
con la secuencia aminoacidica del Medusin-AS de Agalychnis spurrelli con una cobertura
de 98% (numero de acceso: AOA5QOMU22.1). Mientras que su péptido maduro
compartié 100.00% de identidad con Medusin-AS de Agalychnis spurrelli con una

cobertura de 100% (numero de acceso: AOA5Q0MU22.1)
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Tabla 14. Alineamiento multiple de las secuencias aminoacidicas correspondientes a la familia
de medusinas, obtenidas por secuenciacion de ARN dirigido a la secrecién cutanea de A.
spurrelli.

N° de acceso | Péptido Péptido sefial
1 22.
Medusin-AS. ~ MAFLKKSLFLVLELGLVSLSVC

AOA5QOMU22.1 Medusin-AS . LN EEECED D00 T
Espaciador acido

23.
Medusin-AS . EEEKRESEEEKNEGEEDDREERSEEKR
AOA5QOMU22.1 Medusin-AS . MHMEIJE EEZER S AN S AkE Deeeonn s
Péptido maduro
50. 69.

Medusin-AS . LLGMIPLAISAISALSKL.*
A0A5Q0MU22.1 Medusin-AS . G oW N E § 5 B ¢ W WO E §E ¥ 8 G =

. = aminoacidos conservados, - = espacios afiadidos para completar la alineacién, *= codon de
terminacion (STOP). La region del péptido sefial se encuentra subrayada, la zona acida contiene
espaciadores acidos marcados con negrita. El péptido maduro esta resaltado en color gris y la
amidacidn con color gris oscuro.

Realizado por: Jessica Verdezoto Prado, 2024.

Plasticinas

Se encontraron 2 secuencias completas correspondientes a esta familia y fueron
nombradas: Plasticin-AS2, Plasticin-AS3. El tamano de las secuencias precursoras
variaba entre 70 y 81 aminoacidos. En |la Tabla 15. se aprecia el marco de lectura abierto
(ORF) que consistié en: (1) un péptido sefial putativo de 22 aminodcidos; (2) un
espaciador acido de 22 aminodcidos que contienen dos sitios de procesamiento de
propéptidos (KR). Y (3) la regiéon del péptido maduro que variaban entre 25 a 36

aminoacidos.
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Tabla 15. Secuencias aminoacidicas traducidas del marco de lectura abierto que codifican a
péptidos de la familia de plasticinas.

Péptido Péptido sefial
1 22,
Plasticin-AS2. MAFLKKSLFLVLELALVPLSIC

Plasticin-AS3. MAFLKNSLFLVLELTLVHLSIC

Espaciador acido
23. 44,
Plasticin-AS2 . EEKREGEIEKEQEDDDQSEAKR
Plasticin-AS3. EEKREGENEKEQEDDDQSEAKR

Péptido maduro
45. 81.
Plasticin-AS2. GLLSGLLSTVTGLLGNLGGGGLKKI *-----------
Plasticin-AS3. GLLSGLLGTVTGLI KSVLGSLSGGQSSESVQSNDSK*

- = espacios afiadidos para completar la alineacion, *= coddn de terminacién (STOP). La regién
del péptido sefial se encuentra subrayada, la zona acida contiene espaciadores acidos marcados
con negrita. El péptido maduro esta resaltado en color gris.

Realizado por: Jessica Verdezoto Prado, 2024.

Al comparar las secuencias aminoacidicas en la base de datos del NCBI se creé la Tabla
16., donde se observa que la plasticin-AS2 y plasticin-AS3 compartieron entre 80.00% y
78.26% de identidad con la secuencia aminoacidica del plasticin-S1 de Phyllomedusa
sauvagii con una cobertura de entre 98% y 85% (numero de acceso: Q1EN14.1).
Mientras que sus péptidos maduros compartieron 92.00% de identidad con el plasticin-

S1 con una cobertura del 96% (numero de acceso: Q1EN14.1).
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Tabla 16. Alineamiento multiple de las secuencias aminoacidicas correspondientes a la familia
de plasticinas, obtenidas por secuenciacion de ARN dirigido a la secrecidn cutdnea de A. spurrelli.

N° de accesol Péptido | Péptido sefal
) 1 22.
Plasticin-AS2. MAFLKKSLFLVLFELALVPLSIC
Plasticin-AS3. s s ox Nuwme s & 5 s Too v Hos o 5 s

Q1EN14.1 Plasticin-S1 . SN B W R SR W N G R W W) W WGE 46 RD VS e m W
Espaciador acido

23. 45.
Plasticin-AS2. EE- KREGEI EKEQEDDDQSEAKR
Plasticin-AS3. L oE o= E R o o§ o Niwos 5 % s sma s 54 9 3
Q1EN14.1 Plasticin-S1 . va Buw oz 3 5@ Nic ez w5 5 v Niw: s o E
Péptido maduro
46. 82.
Plasticin-AS2. GLLSGLLSTVTGLLGNLGGGGLKKI *
Plasticin-AS3. e e G. .. .. INKISRVAINE SIS IG 6/ QSESTEIS W IQISENIDISTK| *
Q1EN14.1 Plasticin-S1 . o EoVE DN Bl o f a2 BBl s D OAE

. = aminoacidos conservados, - = espacios afiadidos para completar la alineacién, *= cododn de
terminacion (STOP). La region del péptido sefial se encuentra subrayada, la zona acida contiene
espaciadores acidos marcados con negrita. El péptido maduro esta resaltado en color gris.
Realizado por: Jessica Verdezoto Prado, 2024

Caerinas

Se encontrd 1 secuencia completa correspondiente a esta familia y fue nombrada:
Caerin peptide-AS1. La secuencia precursora presenté una longitud de 73 aminoacidos.
El marco de lectura abierto (ORF) se muestra en la Tabla 17.y consistié en: (1) un péptido
sefial putativo de 22 aminoacidos; (2) un espaciador acido de 23 aminoacidos que
contienen dos sitios de procesamiento de propéptidos (KR). Y (3) la regidn del péptido

maduro de 27 aminoacidos.
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Tabla 17. Secuencia aminoacidica traducida del marco de lectura abierto que codifica a péptidos
de la familia de caerinas.

Péptido Péptido sefial
i 22.
Caerin Peptide-AS1 . MAF LKKSL EILNLELGLNSLSLEC

Espaciador acido
23. 45,
Caerin Peptide-AS1 . DEE KRENEDEEEQEDDEQSEEKR

Péptido maduro
46. 73.
Caerin Peptide-AS1 . GMWGTLFKGATAVAKHILPHVFGSQQS *
- = espacios afiadidos para completar la alineacion, *= coddn de terminacién (STOP). La regién
del péptido senal se encuentra subrayada, la zona acida contiene espaciadores dcidos marcados

con negrita. El péptido maduro esta resaltado en color gris.
Realizado por: Jessica Verdezoto Prado, 2024.

Al comparar la secuencia aminoacidica en la base de datos del NCBI se obtuvo la Tabla
18., donde se muestra que la caerin peptide-AS1 compartié 90.28% de identidad con la
secuencia aminoacidica del caerin-regulated peptide de Agalychnis callidryas con una
cobertura del 98% (numero de acceso: B6HY14.1). Mientras que su péptido maduro
compartié 85.29% de identidad con el caerin-regulated peptide con una cobertura del

100% (numero de acceso: B6HY14.1).
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Tabla 18. Alineamiento multiple de la secuencia aminoacidica correspondiente a la familia de
caerinas, obtenida por secuenciacion de ARN dirigido a la secrecion cutanea de A. spurrelli.

N° de acceso Péptido Péptido sefial
1 22,
Caerin Peptide-AS1. MAF LKKSLFLVLFLGLVSLSIC
B6HY14.1 Caerin-regulated . C e e I e e v s s e e e s s oo
Espaciador acido
23. 45.

Caerin Peptide-AS1. DEE KRENEDEEEQEDDEQSEEKR
B6HY14.1 Caerin-regulated . G oww W W W W W W @ W W W
Péptido maduro
46. 73:
Caerin Peptide-AS1. GMWGTLFKGATAVAKHILPHVFGSQQS *
B6HY14.1 Caerin-regulated . emw o Vee sliKkEsosibanons S

. = aminodacidos conservados, - = espacios anadidos para completar la alineacién, *= codén de
terminacion (STOP). La region del péptido sefial se encuentra subrayada, la zona acida contiene
espaciadores acidos marcados con negrita. El péptido maduro esta resaltado en color gris.
Realizado por: Jessica Verdezoto Prado, 2024.

Péptidos huérfanos

Se identificaron 8 secuencias completas que codificaban a péptidos que coincidieron con
mas de una familia de PAMs, por tanto, fueron nombrados: Orphan Peptide-SP1, Orphan
Peptide-SP2, Orphan Peptide-SP7, Orphan Peptide-SP8, Orphan Peptide-SP9, Orphan
Peptide-SP10, Orphan Peptide-SP11, Orphan Peptide-SP12. Orphan Peptide-SP2 vy

Orphan Peptide-SP1 ya fueron reportadas anteriormente en A. spurrelli [18].

Las secuencias precursoras presentaron una longitud de entre 64 y 79 aminoacidos. El
marco de lectura abierto (ORF) se muestra en la Tabla 19. y consistio en: (1) un péptido
sefial putativo de 22 aminoacidos; (2) un espaciador acido de entre 22 a 30 aminoacidos
que contienen dos sitios de procesamiento de propéptidos (KR). Y (3) la regién del
péptido maduro que variaba entre 11 a 26 aminoacidos. Adicionalmente, algunos
péptidos contaban con (4) una regién de residuo de glicina donante de amida en el

extremo C-terminal.
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Tabla 19. Secuencias aminoacidicas traducida del marco de lectura abierto que codifican a péptidos huérfanos.

Péptido Péptido sefial Espaciador acido

1 23. 52
OrphanPeptide-SP1 . MAFLKKSLFLVLFLGLVSLSVCEEEKREGEEKENEQEE DDREERSEE---KR
OrphanPeptide-SP2 . MDFEFLKKSLFELVLELGEVSISECDEEKREDDEEGNEREE KKEI HEEGNQEEKR
OrphanPeptide-SP7 . MSLLKKSLLLVLELGVVSLSNCEEEKRE-EEENEEHEE HHEE - - - - - ---KR
OrphanPeptide-SP8 . MAFEFLKKSLELVLELGVVSLS|I CEEEKREGENEGQEREE QKEE - - - - - ---KR
OrphanPeptide-SP9 . MS FLKKSLELVLELGLVSLS]I CEEEKREPKEEENENEE ENNEERSEM---KR
OrphanPeptide-SP10 . MDFLKKSLFEFELVLELGEVSISECDEEKRQEDDEANEREE KKEI HEEGNQE AK-
OrphanPeptide-SP11. MS FLKKSLLLVLELGLVSES|I CEEEKREAEEEENEDEI EEEM- - - - - ---KR
OrphanPeptide-SP12 . MSEFLKKSLLLVLELGLVSES] CEEEKRETEEEENEDEWTKKVKR--- ---KR

Péptido maduro

pLisMmiskLl---------
OrphanPeptide-SP2 | -* _______________

P
F

OrphanPeptide-SP7 ERGRISIIRPATRVAIRNSIRVEGISRI * - - - - - - - - -
L
L

OrphanPeptide-SP1 |
F
: L

OrphanPeptide-SP8 . LLMDTLSKATNLVDNVANSAGGI | *- -
L
E
E

I G MI
LS ENISP
k£

OrphanPeptide-SP9 . MYYTLPRP V-* ______________
OrphanPeptide-SP10 . TSLLLGFLNKRNML™* - - - - - - - - - - -
OrphanPeptide-SP11 . ERRAINKEG SIPAR G > - - - - - - - - - - -
OrphanPeptide-SP12 . ESL Al DIERPVSV EEFELI NEERKENVI I *

- = espacios afnadidos para completar la alineacién, *= coddn de terminacién (STOP). La region del péptido sefal se encuentra subrayada, la zona 4acida
contiene espaciadores acidos marcados con negrita. El péptido maduro esta resaltado en color gris y la amidacidn con color gris oscuro.
Realizado por: Jessica Verdezoto Prado, 2024.

49



Tras el alineamiento de las secuencias aminoacidicas en la base de datos del NCBI se
obtuvo la Tabla 20., donde se observa que el orphan peptide-SP1, presentd 100.00% de
identidad con el Peptide SP-1 de Agalychnis spurrelli con una cobertura del 98% (nimero
de acceso: QFZ95567.1). Y su péptido maduro obtuvo 100.00% de identidad con el
Peptide SP-1y una cobertura del 94% (numero de acceso: QFZ95567.1).

Por otro lado, el orphan peptide-SP2 presenté 100.00% de identidad con el peptide SP-
2 de Agalychnis spurrelli y 98% de cobertura (nUmero de acceso: QFZ95568.1). Y su
péptido maduro obtuvo 100.00% de identidad con el peptide SP-2 100% de cobertura
(numero de acceso: QFZ95568.1).

El orphan peptide-SP7 compartid 83.33% de identidad con la secuencia aminoacidica del
Medusin-AS de Agalychnis spurrelli con una cobertura de 98% (numero de acceso:
AOA5Q0MU22.1). Adicionalmente compartié 76.92% de identidad con hylareleasin 11

de Hyla simplex con una cobertura de 76% (numero de acceso: AEJ35109.1).

Para el caso del orphan peptide-SP8 mostré identidad del 83.33% con medusin-PT de
Phyllomedusa tarsius y cobertura del 43% (numero de acceso: AOA1M4BLT1.1).
Mientras, que su péptido maduro obtuvo 60.87% de identidad con el ATP-binding
cassette sub-family C member 3 de Bufo gargarizans y cobertura del 83% (numero de

acceso: XP_044152162.1).

El orphan peptide-SP9 presentd identidad de 80.56% con medusin-PT de Phyllomedusa
tarsius y cobertura del 58% (numero de acceso: AOA1MA4BLT1.1). Su péptido maduro
mostré 100.00% de identidad con el Peptide TRP-J1 de Phasmahyla jandaia y cobertura
del 76% (numero de acceso: P86709.1).

Respecto al orphan peptide-SP10 se obtuvo 86.27% de identidad con Tryptophyllin-T1
de Agalychnis dacnicolory cobertura del 77% (nimero de acceso: P83455.2). Su péptido

maduro mostrd 75.00% de identidad con el T-cell immunoglobulin and mucin domain-
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containing protein 4-like isoform X1 de Geotrypetes seraphini y cobertura del 100%

(numero de acceso: XP_033783407.1).

El orphan peptide-SP11 compartié 87.50% de identidad con la secuencia aminoacidica
del phyllokininogen-B1 de Phyllomedusa bicolor con una cobertura de 76% (nUmero de
acceso: AFR78288.1). Mientras que su péptido maduro compartié 100.00% de identidad
con la secuencia aminoacidica del Bradykinin-[Vall, Thr6]-bradykinyl-Ser, Pro, Ala de
Physalaemus nattereri con una cobertura de 71% (numero de acceso: AOAO88MITO.1).
Ademas, de 100.00% de identidad con el T-kininogen 2-like de Bufo gargarizans con una

cobertura del 64% (nUmero de acceso: XP_044148410.1).

Para el caso del orphan peptide-SP12 mostré identidad del 93.70% con la secuencia
aminoacidica del phyllokininogen-B1 de Phyllomedusa bicolor con una cobertura de
entre 50% (numero de acceso: AFR78288.1). Su péptido maduro presentd 71.43% de
identidad con el hypothetical protein NDU88_002087 de Pleurodeles waltl y cobertura
del 50% en el extremo N-terminal (numero de acceso: KAJ1113846.1). Mientras, que en
el extremo C-terminal obtuvo 50.00% de identidad con el uncharacterized protein
LOC128502266 de Spea bombifrons y cobertura del 67% (numero de acceso:
XP_053328001.1).
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Tabla 20. Alineamiento multiple de las secuencias aminoacidicas correspondientes a péptidos huérfanos, obtenidas por secuenciacién de ARN
dirigido a la secrecidn cutanea de A. spurrelli.

N° de acceso Péptido ’ Péptido senal | Espaciador 4cido
1 49.
OrphanPeptide-SP1. MAFLKKSLFLVLFLGLVSLSVCEEEKREGEEKENEQEE DDRE ERSEE KR
QFZ95567.1  peptide SP-1 . .
Péptido maduro
50. 67.
OrphanPeptide-SP1. I 1 GMI PDLI SMI SK L-*
QFZ95567.1 peptideSP-1 . . . . ... L. e
N° de acceso Péptido Péptido senal Espaciador acido
1 52.
OrphanPeptide-SP2. MDFLKKSLFLVLFLGFVS|ISFCDEEKREDDEEGNEREE KKEI HEEGN QEEKR
QFZ95568.1  peptide SP-2 . .
Péptido maduro
53: 64.
OrphanPeptidesP2.  F L F L P F | GRIRK *
QF795568.1 peptideSP-2 . . . . ... .. ... .
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Tabla 20. Continuacion de Tabla.

N° de acceso | Péptido

Péptido sefial

Espaciador acido

OrphanPeptide-SP7 .

ADA5QOMU22.1  Medusin-AS

AEJ35109.1  hylareleasin 11

OrphanPeptide-SP7 .

A0A5Q0MU22.1  Medusin-AS

AEJ35109.1 hylareleasin 11

OrphanPeptide-SP7 .

AOA5QOMU22.1  Medusin-AS

AEJ35109.1 hylareleasin 11

1

525
MSLLKKSLLLVLFLGVVSLSNCEEEKRE-EEENEEHEE HH-EE- -~ - - - - - -
AF E - L Mic: 4 5 3 Ste: v s KNG B o DDR Dl RISSE B = £ = = 7
TEz= F s L | % EKRIDGS EEE s 2 EXRD DSE EE

Espaciador acido
53. 72
R KR

EEEKRDDEKEEENEADAE. .

Péptido maduro

73 92.
-LLEGLLDTVTNLVGSI VF*-
- . .GMI PLAI SAI SALSKLG
G: s DPMTNLLGGILPGR K=«

N° de acceso Péptido

Péptido sefial

Espaciador acido

OrphanPeptide-SP8 .

AOAIM4BLT1.1 Medusin-PT

XP_044152162.1 ATP-binding cassette .

OrphanPeptide-SP8 .

AOA1M4BLT1.1 Medusin-PT Flags:

XP_044152162.1 ATP-binding cassette .

1

MAFLKKSLELVLELGVVSLS]I CEEEKREGENEGQEREE QKEE
.TDE-KENEQ. DDR.

Péptido maduro

ERSEE .

50.

LLMD-TLSKATNLVDN--VANSAGGI
GMI PVAITAI SALSKLG- - - - - -

A.. E. .. NHE. D. A.. . EP. . . E.
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Tabla 20. Continuacién de Tabla.

N° de acceso I Péptido Péptido sefial Espaciador acido
1 49.
OrphanPeptide-SP9 MS ELKKSLELELVLELGLVSLS]I CEEEKREPKEEENENEE ENNEERSEMKR
AOA1M4BLT1.1 Medusin-PT . A F . F +TD o ¥ « o s DEDIRE E
P86709.1 Peptide TRP-J1. - = s = e e s .= e T T T S -
Péptido maduro
50. 62.
OrphanPeptide-SP9 LMYYTL PRPV|GR *
AOA1M4BLT1.1 Medusin-PT LGMI PVAI TAI SALSKLG
P86709.1 Peptide TRP-J1. - - =
N° de acceso Péptido Péptido sefial Espaciador acido
1 22.
OrphanPeptide-SP10. MDEFELKKSLELVLELGFEVSI] SEC
P83455.2 Tryptophyllin-1 Nswas ¢ smeoums 2@ws 88 5 85 85 8
XP_033783407.1 T-cell immunoglobuli. = 5 HS AL Lo WTFL FL. 2€4 GATY L
Espaciador acido
23. 55.
OrphanPeptide-SP10. DEEKRQEDDEANEREEKKEI HEEGNQEAK-ETS
P83455.2 Tryptophyllin-1 i owowm me o ow BDarw e O o e ow @ owmoome e Q. B ERR- - -
XP_033783407.1 T-cell immunoglobuli . TLITVSGTVGSPMTLPERYTLVWGR.,. SETFLG==1L
Tryptophyllin-1 Péptido maduro
56. 68.
OrphanPeptide-SP10. LLLGFLNKRNML *
P83455.2 Tryptophyllin-1 DKPPAWVPG. - - - -
XP_033783407.1 T-cell immunoglobuli . A . Az K: 5 KR
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Tabla 20. Continuacién de Tabla.

N° de acceso I Péptido Péptido sefal Espaciador acido
1 44.
OrphanPeptide-SP11. MS FLKKSLLLVLFLGLVSFS|I CEEEKREAEEEENEDEI EEEMKR
AOA088MIT0.1 Bradykinin A . : e Wi o b B se s » o mes » ESHS KR. . EDA.S - -
XP_044148410.1 T-kininogen 2 R . PVV..CSCL..SANQAST. . -=---=- ==« -~ - - - - -
Péptido maduro
45. 60.
OrphanPeptide-SP11. EETVIK-GLSPLRGS*
AOA088MIT0.1 Bradykinin - F V. - K R
XP_044148410.1 T-kininogen 2 TRI - . SAMP
N° de acceso Péptido Péptido sefal Espaciador acido
1 46.
OrphanPeptide-SP12.. MS FLKKSLLLVLFLGLVSFSI CEEEKRETEEEENEDEWTKKY KRKR
KAJ1113846.1 hypothetical protein . I T - - - - - - -
XP_053328001.1 uncharacterized prot. L N SR
Péptido maduro
47. 73.
OrphanPeptide-SP12. ESSTERQNP IRV SV IS EIE LN I N T LR KGNV *
KAJ1113846.1 hypothetical protein . L WA B = s . G« NRVMT. LSGD. FFAR
XP_053328001.1 uncharacterized prot. el LENT. . I .S.DF. ---VFKEE

. = aminodcidos conservados, - = espacios afiadidos para completar la alineacidn, *= codén de terminacion (STOP). La regidn del péptido sefial se
encuentra subrayada, la zona acida contiene espaciadores dcidos marcados con negrita. El péptido maduro esta resaltado en color gris y la amidacion

con color gris oscuro.

Realizado por: Jessica Verdezoto Prado, 2024
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3.2.3. Clasificacidn de las proteinas encontradas

Kazal

Las secuencias proteicas se agruparon en una familia de proteinas de tipo kazal,
identificando 9 nuevas proteinas con actividad inhibidora de proteinasas. Tras el
consenso de secuencias, se agruparon 17 secuencias precursoras que fueron cotejadas
varias veces en una misma, y codificaban a proteinas de tipo kazal nombradas: ASKP-1a,
ASKP-1b, ASKP-2, ASKP-3, ASKP-4a, ASKP-4b, ASKP-5a, ASKP-5b, ASKP-6a, ASKP-6b,
ASKP-7a, ASKP-7b, ASKP-8, ASKP-9a, ASKP-9b, ASKP-9c, ASKP-19d. Se nombré a las
proteinas de esta manera por proceder de Agalychnis spurrelli, pertenecer a una Kazal

Protein y contener variantes a, b, ¢, d (ASKP-1a).

Las secuencias precursoras presentaron una longitud de entre 64 y 79 aminoacidos. El
marco de lectura abierto (ORF) se muestra en la Tabla 21. y consistié en: (1) un péptido
sefial putativo de 22 a 33 residuos. Y (2) la regidn de la proteina inhibidora de tipo Kazal
madura que variaba entre 53 a 69 residuos. Adicionalmente, las proteinas y sus variantes

presentan el patrén Kazal CX (6,7) -CX (6,7) -CX (6,7) -YX (3) -CX (2) -CX (15-21) -C.
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Tabla 21. Secuencias aminoacidicas correspondientes a proteinas de tipo Kazal, obtenidas mediante secuenciacién de ARN dirigido a la secrecidn
cutanea de A. spurrelli.

Proteina Proteina senal

1 33.
ASKP-la. MKTLI SSALLFCILAAALWPVPEAEG----- - -
ASKP-1b. MKTLI SSALLFCILAAALWPVPEAEG----- - -
ASKP-2 . MKTLLSSVLLFCILAAALWPEVPQAEG= === =
ASKP-3 . MKTLISSVLLFCILAAALWPVPEAEG----- - -
ASKP-4a. MKTLI SSVLLFCILAAALWPIPETS-=-------
ASKP-4b. MKTLI SSVLLFCILAAALWPIPETS--------
ASKP-5a. MKTLI SSALLFCILAAALAKPPSQAFEKLVFKH
ASKP-5b. MKTLI SSALLFCILAAALAKPPSQAFEKLVFKH
ASKP-6a. MKTLI SFALLFCILGKALAPPPSQPFEKLVFKH
ASKP-6b. MKTLI SFALLFCILGKALAPPPSQPFEKLVFKH
ASKP-7a.. MKTLI SSALLFCILAAALWPVQEAE=:====w= =&
ASKP-7b. MKTLI SSVLLFCILAAALWPVTEVEG----- - -
ASKP-8 . MKTLI SSVVLLCILAS ALAPLPSQPFPNKVT QL
ASKP9a. MKTLI SSALLFCILAAALWPIPEAEA----- - -
ASKP-9b. MKTLI SSVLLFCILAAALWPIHEA------- EA
ASKP-9c. MKTLISSVLLFCILAAALWPVHEAEA----- - -
ASKP-9d. MKTLI SSVLLFCILAAALWPIYEAEG----- - -
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Tabla 21. Continuacién de tabla.

Proteina | Proteina madura
I Il 1l I\ \ \ 103.
* ¥ % X * * * * * *

ASKP-la. AYDPTCRWYHI F-GC -HNPVEATDGQSYRSEEHVEKE - ---NRNG- KNLQI EKE GHES *- - - ---- - -
ASKP-1b. A YAPTCGWTYNF-GC -HNPVCATDGQSYRSECHVCRE - ---NSNREQKLLI EKE GHCS *- - - ------
ASKP-2 ATAAKCENFRGF--C NY VPVCGTNGI TYS NQCMMCFA - ---NRQNKNNVQI KKP GPC *- - - - - - - - - -
ASKP-3 ATKPKCPWFSS--GC EQNFVCGTDGKSYMNECVMCTW- ---NKNHGEKVKI EKK GRC * - - - - - - - - - -
ASKP-4a. A RKPDCSKYKPKEKC TMKVVCGTDGREYY NECALCVS - ---NRDSKKNVEI KKDSKC™*----------
ASKP-4b. A RKPDCSK YKPKEKC TMKVVCGTDGREYY NECALCVS - ---NRDSKKKKKKKKK S STLR*---------
ASKP-5a. | TEPNCKK YEGK-KC DP NPVCGTDERTYY NECAMCLF MRTSTKKKKKKKKK--- STLR*-=--------
ASKP-5b. | TEPNCKK YEGK-KC DP NPVCGTDERTYY NECAMCLF MRTSTKKEDKLI KI GKWGNCRD*- - ---- - -
ASKP-6a. | TEPDCKR YEGK-KC HY SPVCGTDERTYY NECALCVF | RDSTKKKDKLI KI GKWGKCRG*------ - -
ASKP-6b. | TEPDCKR YEGK-KC HY SPVCGTDERTYY NECALCVF | RDSTKKKDKLI KI GKWGKMQRLTHQCSAK?*
ASKP-7a. AEDLYCPWYYAL-GC -NNPVCGKDGTTYGNKCTLCNL - ---NKLREKKVEFEKWGEC *=----------
ASKP-7b. A EDVTCPWYYI F-GC -KNPLCGTDGKTYP NKCVLC------KQHGENNI QI EKWGNC * - - - - ------
ASKP-8 VFEPKCQK YEGI -KC VL NPVCGTNERTYF NECAMCVF KRDSKKSEDKLVKI KKWGECSPK*-------
ASKP-9a. VI EPK@SRYPGI --|€ GP NAVCECGTDGKKYF NECTLCVF - ---NRKNGKDVKI EKY GAC *- - - -------
ASKP-9b. VI EPNCKK YEGK-KA DMNPVCGTNGRTYY NEYALCVF I RDSTKKADKQVKI KKWGKC * - - - -------
ASKP9c. VI EPNCGK YQGI --C GP KAl CGTDGKRYF NECRL CAS - ---NKENGQDVKI EKY GKC *- - - - - - - - - -
ASKP-9d. VI EPDCVK YHGS--C SPNYI EGTDGTTYY NECALECEA - ---NKGKKKPAKI KKY GKE *----------
Patrén kazal G cpP2pr1 © Y © e C

- = espacios afiadidos para completar la alineacidn, *= sitios conservados. El patrén Kazal esta subrayado: (1) gris las 6 Cisteinas, (2) rosado la
Tirosina y (3) rojo los sitios de activacién P1y P2.
Realizado por: Jessica Verdezoto Prado, 2024.
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Una vez alineadas las secuencias aminoacidicas en la base de datos del NCBI se obtuvo
la Tabla 22., donde se observa que la ASKP-1a y ASKP-1b compartieron 60.49% y 63.49%
de identidad respectivamente con la secuencia de la CCKP-2 proteinase inhibitor de
Cruziohyla calcarifer con una cobertura del 97% y 76% (numero de acceso:

ANN87741.1).

La ASKP-2 exhibidé 66.13% de identidad con el trypsin inhibitor precursor de Cruziohyla
calcarifer y 76% de cobertura (nUmero de acceso: ANN87740.1). Por otra parte, la ASKP-
3 obtuvo 90.32% de identidad con la CCKP-3 proteinase inhibitor de Cruziohyla calcarifer
y 76% de cobertura (niUmero de acceso: ANN87742.1).

Para el caso de la ASKP-4a y ASKP-4b presentaron 68.67% Y 69.33% de identidad con la
la CCKP-2 proteinase inhibitor de Cruziohyla calcarifer con una cobertura ente 100% y
90% (numero de acceso: ANN87741.1). Por otro lado, la ASKP-5a y ASKP-5b mostraron
85.19% y 87.10% de identidad con la PSKP-1 proteinase inhibitor de Pithecopus

nordestinus y entre 90% y 98% de cobertura (nimero de acceso: AFY11406.1).

La ASKP-6a y ASKP-6b compartieron entre 88.04% y 89.77% de identidad con la
secuencia de la PSKP-1 proteinase inhibitor de Pithecopus nordestinus con una
cobertura de entre 97% y 86% (nimero de acceso: AFY11405.1). Por otro lado, la ASKP-
7a y ASKP-7b exhibieron entre 64.56% y 78.67% de identidad con la CCKP-6a proteinase
inhibitor de Cruziohyla calcarifer con una cobertura de entre 98% y 96% (nUmero de

acceso: ANN87750.1).

Para el caso de la ASKP-8 obtuvo 72.83% de identidad con la CCKP-7f proteinase inhibitor
de Cruziohyla calcarifer y 96% de cobertura (nUmero de acceso: ANN87757.1). Mientras
que la ASKP-9a mostré 67.09% de identidad con la PSKP-1 proteinase inhibitor de

Pithecopus nordestinus y 98% de cobertura (niumero de acceso: AFY11407.1).
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La ASKP-9b, ASKP-9c y ASKP-9d compartieron 89.16%, 66.67% y 67.86 de identidad
respectivamente con la secuencia de la CCKP-5d proteinase inhibitor de Cruziohyla

calcarifer con una cobertura del 97%, 98% y 98% (numero de acceso: ANN87749.1).

60



Tabla 22. Alineamiento multiple de las secuencias correspondientes a proteinas de tipo Kazal, obtenidas por secuenciacion de ARN dirigido.

N° de acceso | Proteina Proteina sefial
1 26.
ASKP-la . MKTLISSALLFCILAAALWPVPEAEG
ASKP-1b . SN NP L N D NS L R E NGRS e

ANN87741.1 CCKP-2 prot. e e e e e e e e
Proteina madura

27. * & = * = = *
ASKP-1a e AYDPTCRWYHIFG-C -HNPVCATDGQSYRSECHVC - -NRNGKNLQ-I1 EKEGH--CS*
ASKP-1b . ..A. .G . TYN. . -8 ST R | S P RE.S.REQKLL. . ....--|™..
ANN87741.1 CCKP-2 prot. . TE.DEKK .P--. KB AQ. .. BG. . .RMEYN.BBALEBVEM.DS . .KVK.QIKKMG K - -
N° de acceso | Proteina Proteina sefial
1 26.
ASKP-2 ; MKTLISSVLLFCILAAALWPVPQAEG
ANNS87740.1 trypsin inhi . W Ny, e L e o s .
Proteina madura
27. * * * * = = =
ASKP-2 3 ATAAKCENFRGF-CINYVPVCGTNGITYSNQCMMCFANRQNKNNVQIKKPGPC*
ANN87740.1 trypsin inhi . .VS . EjEARY- . LAE MLA . .. . D.T./H4...H. LYY . . K. . K.IE.RSR.RM -
N° de acceso | Proteina Proteina sefial
1: 26.
ASKP-3 . MKTLISSVLLFCILAAALWPVPEAEG
ANN87742.1 CCKP-3 prot. LT NS A NSNS SRR R B R Koisaain
Proteina madura
27. = = * * = = =
ASKP-3 . ATKPKCPW—FSSGC.EQN FVCGTDGKSYMNECVMCTWNKNHGEKVKIE KKGRC *
ANN87742.1 CCKP-3prot. . ...... SE s T 2B ol s N.B...8. .E KM...N.G:..VV. .. Y§#-



Tabla 22. Continuacién de tabla.

N° de acceso | Proteina | Proteina sefial
1 26.
ASKP-4a MKTLISSVLLFCILAAALWPIPETS -
ASKP:Ab: . i ovnmnwn somnomsowma wmEwm s § #E BE @4 -
ANN87741.1 CCKP-2pro'. . ... ... Acczmnmsasms 8 V..AEG
Proteina madura
27. * * * * * *
ASKP-4a ARKPDCSKYKPKEKC TMKVVCGTDGREYYNECALCVSNRDSKKNVEI KKDS--KC*
ASKP-4b . .....H........[E wooi; el s aonr aullc: oW sr snoaE KKKK..K.TLR-*
ANN87741.1 CCKP-2 pro'. 2 E BK .-G AQNP.H. . ... M. «FM. .. .NK.K.Ql KKMG KE
N° de acceso | Proteina Proteina sefal
1 33.
ASKP-5a MKTLISSALLFCILAAALAKPPSQAFEKLVFKH
ASKPDD: @ 0  cwimimwi cwmiwi i ami § 84 #5 B8 Bk S8 A% @5
AFY11406.1 PSKP-1prot. . .. .. .. Vors Uikt Ve A. ... ... Q
Proteina madura
34. * * * * * * *
ASKP-5a I TEPNCKKYEGKKC DPNPVCGTDERTYYNECAMCLFMRTSTKKKKKKKKK---ST-LR*----
ASKP-5b . . ....H.......0.....¢B......8...8. .8 :....... ED.LI .IGKWGNC.D*----
AFY11406.1 PSKP-l1prot. . ... .@:.: .. ... .8 M B0 B B BV R:iu a5 5a ED.LI .IGKWGKC.ETINVK
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N° de acceso | Proteina Proteina sefal
1 33:
ASKP-6a MKTLISFALLFCILGKALAPPPSQPFEKLVFKH
ASKP-6b

AFY11405.1 PSKP-1 prot.

ASKP-6a
ASKP-6b
AFY11405.1 PSKP-1 prot.

SM.AT ... ............ TK
Proteina madura
34. * * * * * * *
| TEPDCKRYEGKKC HYSPVCGTDERTYYNECALCVF IRDSTKKKDKL I KIGKWGKCRG* --------
.............. .. .-MQRLTHQCSAK*
.............. Ko ollleessrsoMesol: sl s voalswasssnsswesmes EANMKTT PY] Keos s

N° de acceso | Proteina Proteina sefial
) 26.
ASKP-7a MKTLISSALLFCILAAALWPVQEAE -
ASKP-7b . . ... ... N i wusnise 5 muse 5 % W s wwes Te M <6
ANN87750.1 CCKP-6a pro. s w bk PP M HG
Proteina madura
b7 A * * * * * * *
ASKP-7a AEDLYCPWYYALGC NNPVCGKDGTTYGNKCTLCNLNKLREKKVEFEKWGEC*
ASKP-7b ...VTH. ...I|F. B K..L..T..K..P...V.-KQHGENNIQI--... .N..
ANN87750.1 CCKP-6a pro. E..VAH....VF.E KYT.®.T..V.BP..#. .BKI| .GEDNI.IR--., . .N#®-
N° de acceso | Proteina Proteina sefial
1 34.
ASKP-8 MKTLISSVVLLCILASALAPLPSQP-FPNKVTQL
ANN87757.1 CCKP-7f pro. sl B e e @i e e Pl o wan Qe 38w s aok KET
Proteina madura
35. * * * * * * *
ASKP-8 VFEPKCQKYEGIKCIVLNPVCGTNERTYFNECAMCVFKRDSKKSEDKLVKIKKWGECSPK*
ANN87757.1 CCKP-7f pro. LA. .N.K....K.. N....H...G..2Yy. . A.L#H. .1...T.KA. .M. ..H....BE i

63



Tabla 22. Continuacion de tabla.

N° de acceso | Proteina Proteina senal
1 26.
ASKP-9a d MKTLISSALLFCILAAALWPIPEAEA
AFY11407:1 PBSKP-1brot: = i ©5 55 5 55 &5 Ve sw sr g aVisg vs s
Proteina madura
27. * * * * * * *
ASKP-9a " VIEPKCSRYPGI-ClGPNAVCGTDGKKYFNECTLCVF----NRKNGKDVKIEKYGAC*
AFY11407.1 PSKP-1 prot. - DKNADM- . DY TPl <= N.BAS. .BBMR .BILHNRET----.QN. . .AHR . EH-
N° de acceso | Proteina Proteina senal
1 26.
ASKP-9b : MKTLISSVLLFCILAAALWPIHEAEA
ASKP-9c 5 PSS IS s EsTassTeE s ¥ Vi 5w % %
ASKP-9d . SRS Sy YT Pp—— A S Sy Sy ) ) (PRI ¢
ANN87749.1 CCKP-5d pro'. B A N W A W Tor v woom 2w 2 2w
Proteina madura
7., * * * * * * *
ASKP-9b 3 VIEPNCKKYEGKKA DMNPVCGTNGRTYYNEYALCVFIRDSTKKADKQVKIKKWGKC *
ASKP-9c . PN G..Q.1-@ GPKAI@E. .D.KR@EF. .@R .MAS ----N.ENGQD .. .E. Y. . M.
ASKP-9d : cw o« DV . .H.S-E SP.YI@. .D.T.@. .. €. BMEA----N.GKK.PA....Y..@®.
ANNS87749.1 CCKP-5d pro. swsa s 55355 C NP ;% s %5 % 5 EBIF - - . . B: . :.:.:: .5 4. M. ... . e -

- = espacios afiadidos para completar la alineacién, *= sitios conservados. El patron Kazal esta subrayado: (1) gris las 6 Cisteinas, (2) rosado la
Tirosina y (3) rojo los sitios de activacién P1y P2.
Realizado por: Jessica Verdezoto Prado, 2024.
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3.2.4. Analisis de PAMs por espectrometria de masas.

El analisis de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en tdndem (LC-
MS/MS) general de las secuencias permitié confirmar la presencia de al menos veinte y
cinco, nuevos péptidos en la secrecidon cutanea de A. spurrelli como se muestra en la
Tabla 23. Estos nuevos péptidos pertenecen a las siguientes familias de PAMs:
Dermaseptinas, Triptofilinas, Filoseptinas, Filoquininas, Medusinas y Caerinas, por lo

gue cuentan con un rango de masa molecular entre 894,5260 y 3184,7540 Da.

Las masas moleculares monoisotdpicas de los nuevos péptidos se determinaron con la
herramienta de libre acceso Peptide Mass Calculator, PeptideSynthetics. Mientras que
el software Mascot Distiller 2.8.5 permitié la identificacién por probabilidad de
coincidencia de cada uno de los péptidos respecto a sus masas moleculares,
estableciendo el nivel de significacion (tolerancia, 1). También se realizaron
identificaciones con diferentes niveles de significacion (tolerancia entre 0,5 y 1,5), que
coincidieron con los péptidos ya encontrados en la seleccién predeterminada, tolerancia

1.
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Tabla 23. Péptidos con secuencia confirmada por LC-MS/MS.

Masa
Método de % N° N° LcQ MW
Péptido Secuencia tedrica Score
Identificacion  Cobertura fragmentos AAs (Da)
(Da)
Dermaseptin-SP2 ASWKVFLKNIGKAAGKAVLNSVTDMVNQ-NH; cm, sec, ms? 100 75/308 28 2987,163 2987,627 72
Dermaseptin-SP3 SLWSSIKDMAAAAGRAALNAVNGIVNP-NH, cm, sec, ms? 100 49/260 27 2695,207 2695,412 27
Dermaseptin-SP6 ASWKDFFKNIGKAAGKADLNSVTDMVNQ-NH: cm * * 28 * 3053,528 *
Dermaseptin-SP7 ASWKDFFKNIGKAAGKAVLNSVTDMVNQ-NH; cm, sec, ms? 100 56/308 28 3037,323 3037,570 26
Dermaseptin-SP8 ASWKEFFKNVGKAAGKAVLNSVTNMVNQ-NH; cm, ms? 100 47/306 28 3036,101 3036,586 32
Dermaseptin-SP9 ASWKVFLKNIGKAAGKAVLNPVTDMVNQ-NH cm * * 28 * 2997,648 *
Dermaseptin-SP10 GMFTNMLKGIGKLAGQAALGAVKTLV-NH; cm, sec, ms? 100 68/276 26 2587,041 2587,460 29
Dermaseptin-SP11 ASGKVFLKNIGKAAGKAVLNSVTDMVNQ-NH; sec * * 28 * 2858,569 *
ASWKDFFKKYRKSSRKSCFKFSYGYGKSRRAIKQKNVK
Dermaseptin-SP12 sec * * 46 * 5453,982 *
SVIVPALH
Dermaseptin-SP13  ALWKDILKKIGTVALHAGKAAFGAAADTISQ-NH; sec * * 31 * 3161,776 *
AAWTSIIKNMAKNAAKKVAKAAANAAAKAAANAIAK
Dermaseptin-SP14 sec * * 52 * 5369,801 *

SVNNMANQEEQESKKM
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Dermaseptin-SP15 GMWSTIKEIGIAAAKEAAKAAGKTISDVIKQ-NH, sec, ms? 100 75/334 31 3184,364 3184,754 48
Dermaseptin-SP16 GMWSKIKDVGKSAVKAAAKAAGKAALGALSEAV-NH; cm, sec, ms? 100 60/346 33 3182,424 3182,785 31
Dermaseptin-SP17 GLWSKIKQVGKEAAKAAGKAALNAVTDVVNQ-NH; sec * * 31 * 3163,772 *
Dermaseptin-SP18 GLWSKIKQVGKEAAKAAEVRKRL sec * * 20 * 2168,232 *
Dermaseptin-SP19 GLWSKIKQVGKEAAIAAGKAALGAL-NH; sec * * 25 * 2449,443 *
Dermaseptin-SP20 GLLKSLLKKVGIAAGKAVLNKVTDMVNQ-NH, sec 28 * 28 * 2906,736 *
Dermatoxin-AS1 SFGSFMKGVGKGLATVGKFVANKFGKLLEA-NH, cm, ms? * * 30 * 3086,700 *
Tryptophyllin-
DKPPAWVP-NH, cm, sec * * 8 * 908,481 *
AST1
Tryptophyllin-
DKPPSWVP cm, sec * * 8 * 924,460 *
AST1-2
Tryptophyllin
DMSPPWF-NH, cm, sec * * 7 * 877,368 *
AST2-1
Tryptophyllin
DTSPPWF-NH; cm, sec * * 7 * 847,375 *
AST2-2
Tryptophyllin-AT2-
DMDPPFNR cm, sec * * 8 * 990,412 *

3
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Tryptophyllin-

QGKPYWPPPFLPE cm, sec * * 13 * 1554,776 *
AST3

Tryptophyllin-

QGKPYWPPPLPE cm, sec * * 12 * 1407,708 *
AST3-2

Phylloseptin-SP1 FLSLIPHVISAIPHVVNALSNL-NH, cm, sec, ms? 100 67/210 22 2352,061 2352,357 52
Phylloseptin-SP2 FLSLIPHAINAVSALAKHF-NH; cm, sec * * 19 * 2047,162 *
Phylloseptin-SP3 FLGIIPVAISALSRL-NH; cm * * 15 * 1567,971 *
Phylloseptin-SP4 FLSLIPHVISAIPHVVSAISSL-NH; sec, ms? 100 40/162 22 2298,053 2298,335 37
Phylloseptin-SP5 FLSLIPHVISAIPHVVNALSGL-NH; sec, ms? 100 50/202 22 2295,075 2295,336 50

[Ser6, Vall0,
Aspll]- RPPGFSPFRVD cm, sec, ms? 100 35/106 11 1273,498 1273,646 28

phyllokinin

[Ser6, Vall0,

RPPGFSPFRVN cm * * 11 * 1272,662 *
Asn11]-phyllokinin

[Thre, llel0,

RPPGFTPFRIY cm, sec * * 11 * 1349,714 *
Tyr11]-phyllokinin

[Thre, Vall0,

RPPGFTPFRVD cm, sec, ms? 100 41/106 11 1287,454 1287,661 18

Asp11]-phyllokinin
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Medusin-AS LLGMIPLAISAISALSKL-NH, cm, sec, ms? 100 60/148 18 1808,787 1809,105 63
Plasticin-AS1 GLVSGLLNTAGGLIGNLL-NH, cm, ms? 100 46/162 18 1679,698 1679,983 15
Plasticin-AS2 GLLSGLLSTVTGLLGNLGGGGL sec * * 22 * 1968,115 *
Plasticin-AS3 GLLSGLLGTVTGLIKSVL-NH, sec * * 18 * 1739,081 *
Caerin peptide-
GMWGTLFKGATAVAKHILPHVF-NH; cm, sec, ms? 100 42/194 22 2378,740 2379,293 31
AS1
Sauvatide-AS1 FRPAILVRPK cm, ms? 85 32/86 14 1380,572 1379,877 *
Orphan Peptide-
IHIGMIPDLISMISKL-NH; cm, sec, ms? 100 51/124 15 1641,704 1641,945 68
SP1
Orphan Peptide-
FLFLPFI-NH, cm, sec, ms? 100 12/24 7 894,192 894,526 28
SP2
Orphan Peptide-
FLFPPFF-NH> cm, ms? 100 5/12 7 913,272 913,479 29
SP3
Orphan Peptide-
IIGMIPDLISIFSKL-NH, cm, ms? 100 39/124 15 1657,601 1657,973 62
SP4
Orphan Peptide-
FLFPPFLEEKSNML cm * * 14 * 1710,858 *
SP6
Orphan Peptide-
LLEGLLDTVTNLVGSIV sec, ms? 100 34/152 17 1754,525 1754,992 97

SP7
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Orphan Peptide-

LLMDTLSKATNLVDNVANSA-NH, sec * * 20 * 2088,077 *
SP8
Orphan Peptide-
LMYYTLPRPV-NH; sec * * 10 * 1250,674 *
SP9
Orphan Peptide-
LLLGFLNK sec, ms? 100 * 8 * 916,564 *
SP10
Orphan Peptide-
IKGLSPLR-NH> sec * * 12 * 1339,773 *
SP11
Orphan Peptide-
IDLPVSVLFELINTL sec, ms? 42 * 26 * 2968,656 *

SP12

*= no encontrado, cm= clonaje molecular, sec= secuenciacion de ARN dirigido, ms?= espectrometria de masas, -NH,= amidacion en el extremo C-terminal.
Realizado por: Jessica Verdezoto Prado, 2024.
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3.3. Anadlisis de propiedades fisicoquimicas

3.3.1. Caracterizacion fisicoquimica de los péptidos nuevos.

Las caracteristicas fisicoquimicas se obtuvieron tras el analisis in silico apoyado en herramientas bioinformaticas y se presentan a continuacién

por familias de PAMs. Para esta presentacion se tomd en cuenta Unicamente a los péptidos que fueron confirmados por los tres métodos de

busqueda, CM, TRy MS2,

Dermaseptinas.

Tabla 24. Caracteristicas fisicoquimicas de los péptidos correspondientes a la familia de dermaseptinas.

Alpha Momento Masa
# | helix |Hidrofobicid | hidrofobico |Carga a| tedrica
Péptido Péptido maduro/Estructura secundaria AAs| (%) ad <H> <pH> pH7 (Da)
1 25. 34.
hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhht
Dermaseptin-SP7 . ASWKDF FKNI GKAAGKAVLNSVTDMVNQa 28 96,43 0,290 0,349 +3 3037,570
Dermaseptin-SP8 . .. . .E. ... V. ............N..... 28 96,43 0,301 0,344 +4  3036,586
Dermaseptin-SP2 . . . . .V . Lt it e e e e e e e e e 28 78,57 0,358 0,275 +4  3003,585
hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhtt ehhhhhh
Dermaseptin-SP15. GMWST | KEIGI AAAKEAAKAAGKT I SDVIKQa 31 83,87 0,293 0,317 +3 3184,754
hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhh
Dermaseptin-SP16. GMWSK | KDVGK SAVKAAAKAAGKAALGALSEAVa 33 100 0,242 0,202 +5 3182,785
hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhh
Dermaseptin-H3 . GLWST I KNVGKEAAIAAGKAALGAL 25 100 0,414 0,214 +3 2409,364
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hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhh

Dermaseptin-SP10. GMFTNMLKGI GKLAGQAALGAVKTLVa 26 100 0,510 0,328 +4 2587,460
Dermaseptin-A4 .A. 26 100 0,475 0,355 +4 2559,429
hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhh
Dermaseptin-SP20. GL LKS LLKKVGIAAGKAVLNKVTDMVNQa 28 100 0,372 0,159 +5 2906,736
Dermaseptin-H1 e M s s oew N » NMaww o Aol s 5 5 5 % 5 omw 28 96,43 0,399 0,189 +3 2866,574
. = aminoacidos conservados, c = coli aleatorio, h = alpha hélix, e = cadena externa, t = giro beta, a= amidacidn en el extremo C-terminal.
Realizado por: Jessica Verdezoto Prado, 2024.
Filoseptinas.
Tabla 25. Caracteristicas fisicoquimicas de los péptidos correspondientes a la familia de filoseptinas.
Momento Masa
Alpha | Hidrofobici | hidrofébico |Carga a| tedrica
Péptido Péptido maduro/Estructura secundaria |# AAs| helix (%) | dad <H> <pH> pH7 (Da)
1 23.
hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhh
Phylloseptin-SP4. FLSLI PHVI SAI PHVVSAISS La 22 100 0,903 0,474 +1 2298,335
Phylloseptin-SP5. . . . . . . ... ....... N. L: G« - 22 100 0,875 0,489 +1 2295,336
Phylloseptin-SP1 . . . .. .. ... ....... N.L.N.. 22 100 0,848 0,516 +1 2352,357

. = aminoacidos conservados, h = alpha hélix, a= amidacién en el extremo C-terminal.
Realizado por: Jessica Verdezoto Prado, 2024.
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Plasticinas.

Tabla 26. Caracteristicas fisicoquimicas de los péptidos correspondientes a la familia de
plasticinas.

Momento Masa
Péptido maduro/ Estructura Alpha | Hidrofobici | hidrofébico |Carga a| tedrica
Péptido secundaria # AAs | helix (%) | dad <H> <pH> pH7 (Da)
i 19.
hhhhhhhhhtthhhhhhh
Plasticin-AS1. GLVSGLLNTAGGLIGNLLa 18 88,89 0,697 0,492 +1 1679,983
Plasticin-Al . s swis 4% sms ams LiPfamse 18 100 0,682 0,493 0 1680,967

. = aminodcidos conservados, h = alpha hélix, t = giro beta, a= amidacién en el extremo C-
terminal.
Realizado por: Jessica Verdezoto Prado, 2024.

Caerinas.

Tabla 27. Caracteristicas fisicoquimicas de los péptidos correspondientes a la familia de caerinas.

Momento Masa
Alpha | Hidrofobici | hidrofébico |Carga a| tedrica
Péptido Péptido maduro/Estructura secundaria # AAs| helix (%) | dad <H> <pH> pH7 (Da)
1 23
tchhhhhtthhhhhhhh th
Caerin Peptide-AS1. GMWGTLFKGATAVAKHILPHVFa 22 63,64 0,689 0,380 +3  2379,293
Caerin-regulated . .. . ..V...IKT....L.....S 23 7391 0,640 0,419 +3  2552,398

. = aminoacidos conservados, c = coli aleatorio, h = alpha hélix, t = giro beta, a= amidacién en el
extremo C-terminal.
Realizado por: Jessica Verdezoto Prado, 2024.

Péptidos huérfanos.

Tabla 28. Caracteristicas fisicoquimicas de los péptidos que no encajaron en las familias de
PAMs.

Momento Masa
Péptido maduro/Estructura Alpha | Hidrofobici | hidrofébico [Carga a| tedrica
Péptido secundaria # AAs| helix (%) | dad <H> <puH> pH7 (Da)
17
OrphanPeptide-SP4 . | IGMIPDLISIFSKLa 15 0 0,953 0,645 +1 1657,973
OrphanPeptide-SP1 . .. . . ... ... MI. ... 15 0 0,916 0,650 +1 1641,945
hhhhhhhhhhhhhhhhh

OrphanPeptide-SP7 . LLEGLLDTVTNLVGSIV 17 100 0,731 0,622 -2 1754,992
OrphanPeptide-SP12. IDLPVSVLFELINTL 26 0 0,904 0,534 -2 2968,66

. = aminoacidos conservados, c= coli aleatorio, h= alpha hélix, a= amidacién en el extremo C-
terminal.
Realizado por: Jessica Verdezoto Prado, 2024.
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3.3.2. Prediccidon de estructura secundaria de los nuevos PAMs.

La prediccién de la estructura secundaria y la rueda helicoidal se llevd a cabo utilizando
softwares de acceso libre, tomando en cuenta el andlisis previo de la estructura
secundaria y el porcentaje de hélice alfa. A continuacidn, en la tabla 29, se presentan las
ruedas helicoidales con sus caracteristicas anfipaticas y hélice alfa; en conjunto con las
predicciones de estructura tridimensional para los péptidos con mejores caracteristicas

fisicoquimicas de actividad antimicrobiana previamente calculadas.

Tabla 29. Prediccion de estructuras para los nuevos péptidos. La rueda helicoidal presenta
diferentes colores para cada aminodcido mismos que indican la proyeccidon de cada uno:
amarillo = no polar hidrofébico, en gris = Gly y Ala (no polar hidrofdbico), azul = basico, morado
= polar sin carga, verde = Pro (apolar sin carga) y verde claro = His.

Péptido Prediccidn de la rueda helicoidal Prediccidn de la estructura 3D

Dermaseptin-
SP7
DRS-SP7

Dermaseptin-
SP15
DRS-SP15

Dermaseptin-
SP10
DRS-SP10

74



Dermaseptin-
SP20
DRS-SP20

Phylloseptin-
SP4
PLS-SP4

Phylloseptin-
SP5
PLS-SP5

Plasticin-AS1
PTC-AS1

Caerin peptide-
AS1
CRP-AS1

OrphanPeptide-
SP7
OP-SP7

Realizado por: Jessica Verdezoto Prado, 2024.
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La prediccion de la estructura de cada péptido fue seleccionada en base al c-score
proporcionado por el mismo programa. El c-score del modelado es el porcentaje de
confianza para estimar la calidad que presenta cada modelo en base a las plantillas de
ensamblaje de la secuencia. Se eligié el modelo con valor mas positivo que representa

el nivel de confianza de la prediccién [61].

3.3.3. Prediccion de estructura terciaria de las nuevas proteinas

La prediccion de la estructura terciara y actividad se llevé a cabo utilizando softwares de

acceso libre. En la Tabla 30 se presentan las predicciones de estructura tridimensional

para las proteinas de tipo Kazal mas representativas del estudio.

Tabla 30. Prediccion de estructura 3D de las proteinas de tipo kazal encontradas.

Péptido Prediccion de la estructura 3D

ASKP-2

ASKP-3

ASKP-4a
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ASKP-7b

ASKP-8

ASKP-9d

Realizado por: Jessica Verdezoto Prado, 2024.
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4. CAPIiTULO IV: INTERPRETACION Y DISCUSION

La aplicacién de secuenciacion dirigida de ARN es un método alternativo de alto
rendimiento para la identificacién de péptidos antimicrobianos que ofrece varias
ventajas. Algunas de ellas son: la rapidez y eficiencia que presenta en comparacién con
otros métodos tradicionales, permitiendo la identificacién de multiples péptidos en un
solo experimento, secuenciaciéon. Ademas, se caracteriza por ser menos invasivo, lo que
reduce el dafio a las muestras bioldgicas, debido a que la cantidad de muestra empleada
es minima en relacién a otras técnicas. Por otro lado, al utilizar la amplificacién selectiva
con primers especificos de PAMS a partir de bibliotecas de ADNc, es posible identificar

una gran cantidad de péptidos de manera simultdnea y con alto rendimiento [24,25].

Sin embargo, algunas de las limitaciones que se encontraron tras aplicar la tecnologia
de secuenciacién de ARN dirigido en el presente estudio fueron. La dependencia de
primers especificos para la amplificacidon de regiones de interés en el ADNc ya que se
necesita disenar algunas secuencias para encontrar las candidatas optimas a primers
especificos. Por otro lado, la creacién de bibliotecas de ADNc y su posterior amplificaciéon
son pasos claves para obtener las secuencias precursoras de péptidos por lo que es
inevitable contar con las habilidades, recursos y tiempo para llevarlas a cabo. Puesto que

son técnicas avanzadas y de complejidad en estudios de biologia molecular [62,63].

4.1. Preparacion y secuenciacion de bibliotecas de ADNc

4.1.1. Tratamiento de la muestra

La secrecidon cutdnea de los anfibios posee moléculas bioactivas de gran interés,
destacando especialmente los péptidos antimicrobianos. La mayoria de estos péptidos
han sido identificados en anfibios de las familias Ranidae, Pipidae, Liopelmatidae,
Alytidae, Bombinatoridae, Myobatrachidae, Hylidae, entre otras. En particular, la
subfamilia Phyllomedusinae es ampliamente reconocida por su significativa
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contribucién como fuente de PAMs. Sin embargo, las técnicas de descubrimiento y la
escasa informacién limitan en gran medida la identificacién de los nuevos péptidos. La
secuenciacion por nanoporos promete reducir la brecha al proporcionar mayor
diversidad de datos con alta calidad respecto a la poca cantidad de muestra analizada

[31,64-66].

Después de realizar el tratamiento y limpieza de los datos de secuenciacién, se
obtuvieron 271.941 lecturas con una longitud total de 114.961.147 pb. Sin embargo, al
intentar comparar estos datos para estimar la cantidad de secuencias obtenidas, no fue
posible hacerlo con precision, ya que el tamafio del genoma de A. spurrelli aun no ha
sido descrito. Esto se debe a la falta de datos completos en los genomas referenciales
de anfibios para la mayoria de especies [67]. A pesar de ello, es posible hacer una
aproximacion al comparar estos datos con el estudio de Andrade y colaboradores en
2022, en el que realizaron un borrador del genoma y un ensamblaje transcriptdmico
multi-tejido de la rana de hoja neotrdpica Phyllomedusa bahiana, una especie
perteneciente a la subfamilia Phyllomedusidae, cercana a A. spurrelli. Andrade reporté
que P. bahiana tiene un tamafo total de genoma de 4,74 Gbp, mientras que para los
datos de secuencias provenientes de la piel (dorso), se reportaron 55.109.630 pb. Esto
sugiere que los datos obtenidos para A. spurrelli son relativamente pequefios. Esta
diferencia podria deberse a que en el presente estudio se secuencié el ARNm de la
secrecion de la piel, y no de la piel como érgano completo, lo que podria explicar una

discrepancia significativa en la cantidad de secuencias obtenidas [68].

4.1.2. Reporte de la calidad de datos de secuenciacion

La secuenciacién de molécula Unica mediada por nanoporos de Oxford Nanopore
Tecnologies (ONT) permite detectar modificaciones en nucledtidos individuales lo que
se traduce en la captura de diversidad de las moléculas y la fidelidad de las mismas. Al
seleccionar un base-calling estricto (Dorado base-calling), que prioriza la calidad y
precision durante la secuenciacion, se logra identificar variantes en las bases. Wescoe y
colaboradores en 2014 mencionaron la capacidad de discriminacién que puede lograr la
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secuenciaciéon por nanoporos tales como la C-5 de citosina (C, 5mC, 5hmC) y 6-

metiladenina (6mA), obteniendo precisién de identificacidon entre 92% y 98% [47,69,70].

Respecto al indice de calidad inicial Q 11,4 obtenido usando NanoPlot (Figura 2), indica
que el porcentaje de error es de 0.079, por ende, la interpretacién o llamada de bases
es escasamente incorrecta. Es decir que mas del 90% de las bases fueron identificadas
correctamente, lo que se traduce en que los datos de secuenciacidén son fieles a la
muestra [71,72]. Adicionalmente se puede decir que es un buen indice de partida,
puesto que posteriormente en el analisis bioinformatico de limpieza se eliminard toda
la informacion que genera ruido en los datos de secuenciacion. Trivediy colegas en 2014
describieron el conjunto de herramientas bioinformaticas y flujo de trabajo que puede
aplicarse a los datos de secuenciacion para mejorar el control de calidad. Mientras, que
Linde y colaboradores en 2023 realizaron la comparacién de la tecnologia ONT frente a
Illumina para analizar el genoma de tres bacterias, como resultados se obtuvo que la
celda de flujo Flongle FLO-FLG114 presentaba mayor precisién en la secuenciacion a
diferencia de la celda 9.4.1, alcanzando datos similares a los datos de Illumina. Esto
sugiere que el control de calidad apoyado en herramientas bioinformaticas y empleando
una celda de ultima generacién, una celda de flujo R10.4.1, puede alcanzar resultados

de mayor precision y confiabilidad [73-75].

4.2, Diseino de pipeline para limpieza y tratamiento

4.2.1. Secuencias precursoras obtenidas

Se realizé un andlisis bioinformatico de los datos de secuenciacidn, lo que resulté en el
disefio de un flujo de trabajo para la limpieza y el tratamiento de los datos (Figura 4).
Este flujo de trabajo (pipeline) permite recortar, eliminar y filtrar las secuencias
precursoras, orientarlas, organizarlas en marcos de lectura abiertos (ORFs) y formar
consensos de manera rapida, eficiente y accesible utilizando herramientas
bioinformaticas de libre acceso. Sin embargo, se identificaron algunas limitaciones
durante el desarrollo del pipeline. Una de ellas fue en el paso de formacién de
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consensos, debido al gran volumen de informacién de secuenciacién. Otra limitacién se
observd en el paso de organizacidon en ORFs, donde las secuencias se convierten de
nucledtidos a aminoacidos, lo que genera “copias” de secuencias similares. Estas
secuencias no pueden verificarse facilmente para determinar si pertenecen a la misma
secuencia o si la secuencia nucleotidica es diferente. Se recomienda implementar un
paso de control antes y después de organizar las secuencias en ORFs para abordar esta

problemadtica [50].

El analisis bioinformdatico, permitié distinguir secuencias precursoras de varios péptidos
y proteinas de interés (Tabla 3, 4) entre los cuales se caracterizaron péptidos
antimicrobianos correspondientes a 7 familias, y proteinas inhibidoras de proteinasa de
tipo Kazal. Azevedo y colaboradores en 2011 mencionaron que los anuros de la
subfamilia Phyllomedusinae resultan una fuente rica de moléculas peptidicas, pudiendo
encontrarse con filoquininas o filocaerulinas, péptidos representativos de esta familia.
Por otro lado, Proafio y colegas en 2019 lograron reportar péptidos pertenecientes a 4
familias de PAMs en la secrecidn de A.spurrelli empleando clonaje molecular, en este

estudio destacaban los correspondientes a la familia dermaseptinas [5,18].

De igual manera, las proteinas encontradas exhibieron una gran diversidad de moléculas
pertenecientes a proteinas inhibidoras de tipo Kazal. Wang y colaboradores en 2011,
describen que la secrecién cutdnea de anfibios contiene inhibidores de proteasa con
motivos Kunitz, Kazal y Bowman-Birk. Mientras que, Proafio y colegas en 2017
encontraron 18 nuevas proteinas de tipo Kazal en la secrecién cutdnea de Cruziohyla
calcarifer demostrando que las especies del género Phyllomedusa, simbolizan una
fuente prometedora de proteinas inhibitorias de proteasas. Sin embargo, para la especie
A.spurrelli no se pudo localizar registros por lo que las proteinas descubiertas en este

estudio se reportan por primera vez [76,77].
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4.2.2. Clasificacion de PAMs encontrados

En base a los resultados del BLAST se lograron clasificar las secuencias en familias de
péptidos antimicrobianos que se describen a continuacién, por el grado de similitud que
presentaron las secuencias, ademas de poseer las regiones conservadas propias de las
familias descritas. Por otro lado, las secuencias que no obtuvieron un buen porcentaje
de similitud (60% +) con péptidos de la base de datos del NCBI fueron agrupados como
péptidos huérfanos. Esto quiere decir que posiblemente pertenecen a familias de
péptidos no reportadas, son similares a otras moléculas que no son péptidos o en el su
defecto tuvieron errores en la conformacion de los marcos de lectura de las secuencias
durante el paso de limpieza y tratamiento de la muestra. Para resolver estas dudas se
sugiere repetir el ensayo y verificar los procesos de limpieza descritos en el pipeline,
adicionalmente comparar los datos obtenidos con otras secuencias precursoras que

codifican a otras moléculas (proteinas de transporte, proteinas inhibidoras y otras) [54].

Dermaseptinas

Las secuencias peptidicas encontradas mediante secuenciacién de ARN dirigido aplicada
a la secrecién cutdnea de A. spurrelli fueron examinadas con la base de datos de NCBI
empleando la herramienta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) que permitio la
comparacion por similitud de las secuencias. De manera que se obtuvieron 14
secuencias (Tabla 6) que compartieron entre 78% y 97% de similitud con las
caracteristicas correspondientes a dermaseptinas, cumplen con estos elementos
caracteristicos. Las dermaseptinas son una familia representativa de los péptidos
antimicrobianos procedentes de ranas Phyllomedusa. Contienen un péptido maduro de
entre 22 a 28 aminoacidos (aa) de longitud con regiones conservadas: en su 3er residuo
Trp (W) y un motivo consenso AA(X)KAAL(X)A en la regién media, donde X corresponde
a cualquier aa. Ademas, frecuentemente poseen una modificacion postraduccional Gly
(G) donadora de amida en el extremo C-terminal [6,16]. Las nuevas dermaseptinas
fueron nombradas DRS-SP7, DRS-SP10 hasta DRS-SP20 conforme a la nomenclatura
propuesta por Amiche y colaboradores en 2008 [6].
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Triptofilinas

Este estudio descubrié 6 secuencias peptidicas (Tabla 8) que compartieron entre 74% vy
91% de similitud con péptidos correspondientes a triptofilinas, se separaron por grupos
segln sus concordancias con los motivos conservados. Las triptofilinas se caracterizan
por ser secuencias cortas de entre 4 a 14 residuos y tener residuos de Trp y Pro. Se
dividen en tres grupos identificados como: T-1, secuencias de entre 7 a 8 aa que en su
N-terminal poseen Lys y Pro (KP) mientras que en su interior tienen variantes Pro-Trp
(P-W); T-2, secuencias cortas de entre 4 a 7 aa pero contienen su interior conservado
con Pro-Trp (P-W) y en algunos casos su extremo C-terminal amidado; T-3, secuencias
de entre 13 y 14 aa con residuos conservados en la posicion 5 Tyr/Phe (Y/F), en su
interior residuos de Pro-Pro-Pro (PPP). Por tal motivo las nuevas triptofilinas se

nombraron como triptofilinas T1, T2 y T3 segun correspondieron a los grupos [78,79].

Filoseptinas

Para el caso de las filoseptina, el secuenciamiento de ARN dirigido de la secrecién de A.
spurrelli debelé 4 secuencias peptidicas (Tabla 10) con similitud entre 94% y 98% a
secuencias peptidicas de filoseptinas, es decir que compartian las caracteristicas de esta
familia de péptidos. Presentaron secuencias de entre 18 a 20 aminoacidos cuyos
residuos conservados son Phe-Leu-Ser-Leu-lle (FLSLI) en el extremo N-terminal y una Gly
(G) donante de un grupo amida en el extremo C-terminal. Sin embargo, de las cuatro
secuencias obtenidas solo dos fueron denominadas nuevas, PLS-SP4 y PLS-SP5, debido

a que no presentaron registros previos [16,80].

Filoquininas

Se identificaron 3 secuencias (Tabla 12) que compartieron similitud entre 91% y 100%
con las caracteristicas de la familia de filoquininas por loque fueron cotejadas en esta
familia. Las filoquininas son consideradas como variantes de las bradiquininas

(bradykinyl-lle-Tyr(SOsH) y provienen del no péptido (RPPGFSPFR), adicionalmente
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contienen una secuencia precursora de cuatro aminoacidos (ESPE/ESPD) en el extremo
C-terminal. Por tal motivo la nueva filoquinina identificada en el presente estudio fue
denominada [Thr6, Ile10, Tyr11]-phyllokinin y compartio las caracteristicas conservadas
en los residuos 1-5, 7-9 de esta familia de péptidos. Adicionalmente presenté una
modificacion postraduccional de sulfatacién en los residuos Tyr en el extremo N-

terminal [16,81].

Plasticinas

Respecto a las 2 secuencias peptidicas nuevas (Tabla 16) que presentaron entre 85% vy
98% de similitud con la plasticina-S1 de Phyllomedusa sauvagii, fueron denominadas
como PTC-AS2 Y PCT-AS3 debido a que compartieron las caracteristicas conservadas de
esta familia de péptidos. Las plasticinas se caracteriza por contener al menos 23 aa y ser
péptidos ricos en Gly, Leu (G, L), ademas de poseer un motivo consenso GXXXG, donde
X corresponde a cualquier aa. Algunas secuencias contienen una modificacion

postraduccional Gly (G) donadora de amida en el extremo C-terminal [6,16].

Caerinas

El nuevo péptido denominado Caerin Peptide-AS1 presentd 98% de similitud con el
caerin-regulated peptide de Agalychnis callidryas (Tabla 18), es decir que compartieron
motivos conservados en el extremo N-terminal y la caracteristica de contar con una

longitud de entre 23 a 27 aa. Por tal motivo fue clasificado dentro de esta familia [82].
Péptidos huérfanos

Los péptidos que no encajaron en una de las familias de PAMs presentadas, fueron
agrupados y denominados como péptidos huérfanos, nombrados asi 8 péptidos como:

OP-SP1, OP-SP2, OP-SP7 al OP-SP12 (Tabla 20). Estos péptidos no compartieron

caracteristicas significativas con una sola familia, sino por el contrario presentaron
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caracteristicas similares a péptidos de medusinas, péptidos SP, triptofilinas y

bradikininas, lo que les impide ser clasificados en una familia determinada.

4.2.3. Clasificacidon de proteinas encontrados

En el presente estudio se identificaron 9 proteinas inhibidoras de tipo Kazal con sus
respectivas variantes (Tabla 22), mediante secuenciacion de ARN dirigido aplicada a la
secrecidon cutanea de A. spurrelli. Las proteinas que se describen en este estudio
comparten caracteristicas conservadas propias de las proteinas inhibidoras de tipo Kazal
reportadas en la subfamilia Phyllomedusinae teniendo a la PSKP-1 de Phyllomedusa
sauvagii como una de sus principales representantes. Este tipo de proteinas se
caracteriza por su longitud de entre 57 a 60 aa y contener 6 residuos de Cys (C) como
motivo conservado CXs -CX1s5 -CX23 -YX30 -CX34 -CX37 -C. Por otro lado, dependiendo de la
actividad inhibitoria la proteina puede tener Pro, Asn, Asp, Ser (P, N, D, S) en su P2y Lys,
Arg, Leu, Ser, Asp (K, A, L, S, D) en su P1. Li y colaboradores en 2012, reportaron una
proteina de tipo Kazal con actividad inhibitoria de tripsina (ACKTI) en Agalychnis
callidryas, que a diferencia de la PSKP-1 presentaba Pro y Arg (P y A) en los motivos

conservados P2 y P1 respectivamente [16,83].

El estudio mas resiente realizado por Proafio y colaboradores en 2017, supone un
referente para la comparacion de proteinas inhibidoras de tipo Kazal presentes en la
secrecidn cutanea de anfibios. Ya que aqui se reportaron 18 nuevas proteinas de tipo
Kazal en la secrecién de Cruziohyla calcarifer, nombradas CCKPs con sus respectivas
variantes, correspondiendo a la nomenclatura previamente establecida y a su actividad
inhibitoria. Destacando CCKP-1 por haber sido encontrada por espectrometria de masas

y ademas de poseer actividad inhibitoria de tripsina [77].

4.2.4. Analisis de PAMs por espectrometria de masas

Tras la comparacion de los datos obtenidos por clonaje molecular de estudios previos y

secuenciacion de ARN dirigido del presente trabajo con datos de espectrometria de
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masas en tandem se logrd confirmar la estructura de al menos 25 secuencias de
péptidos presentes en la secrecidon cutanea de A. spurrelli (Tabla 23). De los cuales 21 de
ellos lograron 100% de identificacion, lo que se traduce a la fidelidad de las técnicas
combinadas y robustez de las mismas. Por otro lado, las secuencias no reveladas o no
descritas podrian estar sujetas a la baja expresion de las mismas o inclusive al tipo de
muestra empleada, esto se debe principalmente a que las muestras pertenecen a
distintos especimenes bioldgicos, lo que se traduce en diferencias significativas en
cuanto a la madurez, desarrollo, género de los individuos y adicionalmente su

alimentacion [66,79].

Las muestras de secrecion cutdnea pertenecian a especimenes colectadas en cautiverio,
lo que también aporta una variante en los resultados peptidicos obtenidos del material
analizado. Puesto que un individuo colectado en cautiverio no presenta las mismas
condiciones de estrés climatico, alimentacion, interaccién y microbiota que un individuo
colectado en campo. Esto se debe a que en cautiverio no enfrenta las mismas amenazas
respecto a depredadores en su habitat natural, por lo que no requieren activar los
mismos mecanismos de defensa. Ademas, que la alimentacién no autéctona y
mantenimiento de los terrarios generan una reduccién de secrecién cutaneay alteraciéon
en los componentes que se encuentran en ella. El emplear individuos provenientes de
cautiverio supone un limitante en la busqueda de diversidad peptidica, por tal motivo
se recomienda usar muestras de especie colectadas en campo y que estas pertenezcan

a un numero superior a dos individuos. [84,85]

4.3.  Andlisis de propiedades fisicoquimicas

4.3.1. Caracterizacidn fisicoquimica de los péptidos nuevos

Las caracteristicas fisicoquimicas de los péptidos confirmados mediante MS/MS son
presentadas por familias donde la mayoria de PAMs han demostrado actividad
antimicrobiana contra varias especies de hongos, bacterias, virus y parasitos. Este efecto
se debe a que la mayoria de PAMs comparten cualidades respecto a su carga neta,
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hidrofobicidad, afinidad con la membrana, entre otras. Respecto a la carga neta la
mayoria de péptidos son catidnicos, es decir que poseen un rango de carga positiva
entre +3 a +11, condicidn que les permite conectarse por afinidad a la superficie de la

membrana bacteriana cargada negativamente [86].

Las dermaseptinas y sus subfamilias, filoseptinas, dermatoxinas presentan alta actividad
antimicrobiana contra una gama amplia de microorganismos tanto en entornos
silvestres como in vitro. Esta bioactividad es proveniente de la cationicidad de la
molécula y de su hidrofobicidad, donde la cationicidad es directamente proporcional a
la bioactividad antimicrobiana. Ademas, la amidacién que poseen las dermaseptinas en
su extremo C-terminal agrega una carga positiva a la molécula potenciando su actividad
y estabilizando su estructura secundaria favoreciendo a la conformacion hélice alfa del

péptido [87].

Por otra parte, los péptidos pertenecientes a filoseptinas son altamente conservados,
sin embargo, han demostrado que pese a tener pequefios cambios en los aminoacidos
pueden lograr diferencias notables en la bioactividad. Al igual que las dermaseptinas, las
filoseptinas tienen a menudo una amidacién postraduccional y adoptan la estructura
hélice alfa estable por la union electrostatica con la membrana lipidica. El formar esta
estructura facilita el ingreso del péptido en la membrana celular, causando inestabilidad

en la misma, incluso lisdndola [5,16].

La cationicidad de los péptidos de la familia plasticinas es importante porque permite
gue estos se unan a la membrana celular y a los lipidos, por medio de la atraccién
electrostatica de las cargas. Ademas, la interaccion con los aminoacidos aromaticos,
como el triptéfano (Trp), pueden relacionarse a través de m-catidn interacciones e influir
en la distribucién de los aminoacidos en la membrana y en la bioactividad [88]. Respecto
a las caerinas, estas contienen residuos cargados positivamente que otorgan
cationicidad y afinidad por la membrana bacteriana que posea carga negativa. Ademas,
suelen adoptar conformacién hélice alfa manteniendo una regién flexible que les
permite plegarse libremente, este plegamiento le otorga la caracteristica anfipatica que
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resulta de suma importancia en el momento de la interaccidon del péptido con la

membrana [89,90].

Finalmente, en esta seccion se presenté Unicamente los péptidos que fueron
confirmados por MS/MS debido a que esta técnica de “confirmacion” permite
evidenciar con certeza las moléculas que se encontraron presentes en la muestra de
secrecion cutanea de A. spurrelli. Lo que nos indica que no se encontraron la mayoria de
las secuencias por este método debido a que los ensayos fueron alejados, la muestra
utilizada en secuenciacion de ARN dirigido fue diferente a la muestra inyectada en el
espectrometro de masas. Para obtener 100% de identificacidon se recomienda emplear
la misma muestra proveniente de los mismos individuos y en el mismo periodo de

tiempo, ademds de mejorar el proceso de secuenciacién y amplificacién de ADNc [11].

4.3.2. Prediccion de estructura secundaria de los nuevos PAMs

Las herramientas in silico permiten evaluar, modelar y predecir la estructura y posible
actividad de las moléculas, en este caso secuencias peptidicas. Surgen como alternativa
eficaz para reducir costos, acelerar procesos de investigacién y mejorar la comprension
de la interaccion molecular. HeliQuest y I-TASSER como herramientas de prediccion
presentadas en este estudio, brindan informacién valiosa para futuros ensayos con los
péptidos encontrados. Son la base para aplicar procesos de evaluacidn antimicrobiana,
disefio y sintesis de péptidos, en busqueda de alternativas terapéuticas [91,92].
Adicionalmente se empled I-TASSER porque es un software de confianza que ha ganado
el primer lugar en predicciones de modelado de estructuras, debido a que usa como
parametros el c-score y el TM-score. El c-score representa el grado de confianza para
estimarla calidad de las predicciones y el TM-score es la escala usada para medir la

similitud estructural, es decir la precisidn de las estructuras [61,93].

La estructura de los péptidos en medio acuoso puede ser indefinida, sin embargo, al
conectarse con la membrana adoptan su estructura secundaria, que puede ser en forma
de hélice alfa o lamina beta, potenciando su bioactividad. Las dermaseptinas pueden
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adoptar una estructura hélice alfa en su extremo N-terminal al unirse a la membrana
celular, no obstante, el poseer este tipo de estructura no determina Unicamente la
bioactividad, sino que en conjunto con la caracteristica anfipdtica y la hidrofobicidad

actlan en la interaccion con la membrana [59].

A las plasticinas se las relaciona con las dermaseptinas debido a compartir la cualidad
de ser péptidos ricos en G y L sin embargo tienen mayor diversidad estructural. Las
plasticinas pueden adoptar conformaciones de hojas beta (B-sheets), horquilla beta
(airpin-B) u otras formas en relacién al entorno en el que se encuentren. Estas
conformaciones les permiten adherirse a la membrana celular y alterar funciones
especificas. Las plasticinas encontradas en P. bicolor y P. sauvagei (PTC-B1 y PTC-S1)
presentan alta cationicidad por ende alto nivel de bioactividad incluyendo actividad
antimicrobiana y hemolitica [16]. Por otro lado, Pukala y colaboradores en 2004
investigaron sobre los aminodcidos (residuos de Pro) que otorgan flexibilidad a las
caerinas en su estructura y encontraron que alterar esta regién cambiandola por otros

aminodacidos produce la disminucidn de la actividad antimicrobiana en las cerinas [90].

4.3.3. Prediccion de estructura terciaria de las nuevas proteinas

La estructura terciaria de las proteinas inhibidoras de tipo Kazal es altamente
conservada, debido a que la estructura resulta crucial para la funcién inhibitoria de estas
proteinas. Se caracterizan por poseer una serie de enlaces disulfuro que estabilizan su
estructura tridimensional. Los dominios de tipo Kazal son pequefios (alrededor de 50
residuos), y estdn organizados en una disposicion compacta que permite una interaccién
precisa con sus proteasas objetivos. La estructura incluye una regidn central con hélices
alfa, entre dos laminas betas antiparalelas y una tercera hacia el extremo C-terminal, lo

gue contribuye a la rigidez y especificidad de la interaccién inhibidor-proteasa [83,94].

La implementacién de secuenciacidn de ARN dirigido a la secrecidn cutanea de anfibios
para identificacion y caracterizacion de estas biomoléculas provee informacion
relevante para futuras investigaciones en areas como la medicina, la biotecnologia y la
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farmacologia. Ademads, podra conducir al descubrimiento de nuevas terapias vy

aplicaciones bioactivas.
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5. CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En el presente estudio se demuestra que la secrecién cutdnea de A. spurrelli es una
fuente rica de péptidos antimicrobianos y proteinas. Se realizé la secuenciacién por
nanoporos al ADNc amplificado por primers especificos para obtener un gran ndmero
de datos de secuenciacién que fueron tratados con el pipeline de limpieza y tratamiento
apoyado en herramientas bioinformaticas. De esta manera se logrando identificar 39
potenciales péptidos antimicrobianos agrupados en 7 familias: 14 dermaseptinas, 6
triptofilinas, 4 filoseptinas, 3 filoquininas, 2 plasticinas, 1 caerinas, 1 medusinas y 8
péptidos huérfanos. Adicionalmente, se contrastd esta informacion por medio de
espectrometria de masas confirmo la presencia de al menos 21 de estos péptidos en la
secrecién cutanea de A. spurrelli, otorgando robustez a la técnica implementada. Por
otra parte, se realizé6 caracterizacidn fisicoquimica de los potenciales péptidos y se
obtuvo que al menos 9 péptidos son candidatos dptimos para presentar actividad
antimicrobiana destacando las dermaseptinas (DRS-SP7, DRS-SP10, DRS-SP15, DRS16) y
filoseptinas (PLS-SP4, PLS-SP5) debido a su cationicidad, hidrofobicidad, porcentaje alfa
hélice y estructura tridimensional. Por lo que se recomienda realizar sintesis, ensayos
inhibitorios y ensayos hemoliticos de cada uno de los péptidos para corroborar la

respectiva actividad que poseen.

Es importante mencionar que también se identificaron 9 proteinas inhibidoras de tipo
Kazal con sus variantes denominadas ASKP (1-9) de las cuales se predijo su estructura
tridimensional. Sin embargo, al tener poca informacién de proteinas inhibitorias
provenientes de A. spurrelli, |a actividad y evaluacién de las mismas es limitada, por lo
gue se sugiere continuar con las investigaciones. Finalmente, las péptidos y proteinas
encontradas en este estudio evidencian la riqueza peptidica y proteica de la secrecion
cutdnea de los anfibios, lo que se traduce en potenciales alternativas terapéuticas en la

lucha contra la resistencia antimicrobiana y otras lineas biomédicas.
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