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“Human subtlety…will never devise an invention more beautiful, more simple 

or more direct than does Nature, because in her inventions nothing 

is lacking, and nothing is superfluous”

Leonardo da Vinci
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Resumen

Los péptidos de defensa del hospedero (HDPs) constituyen una alternativa promiso-

ria para combatir la actual crisis de resistencia bacteriana a los antibióticos convenciona-

les. Estos están ampliamente distribuidos en los diferentes reinos de la vida y los organis -

mos con frecuencia expresan tipos o familias distintas de HDPs según su historia evoluti-

va particular. Los cocodrilianos son especies interesantes para el estudio de estas molécu-

las debido a su potente sistema inmune, el cual les confiere una alta resistencia a las in-

fecciones. En este trabajo, se emplearon varias herramientas bioinformáticas para investi-

gar el repertorio de HDPs de las familias de las -defensinas y catelicidinas en cuatro esβ -

pecies de cocodrilianos. Este análisis permitió identificar y seleccionar novedosas se-

cuencias para su caracterización funcional, con énfasis en sus actividades antimicrobiana 

y antibiopelícula contra cepas de interés clínico, así como en su capacidad citotóxica e 

inmunomoduladora contra células humanas. Unas pocas variantes de -defensina identifiβ -

cadas fueron entonces sintetizadas y plegadas in vitro, con distinto grado de eficiencia en 

la reacción de plegamiento. En especial, la variante Am23SK se plegó en una sola isofor-

ma mayoritaria y reveló una amplia actividad antimicrobiana y antibiopelícula, la cual fue 

superior a la observada para la -defensina humana HBD3. Adicionalmente, Am23SK noβ  

fue citotóxica y mostró una moderada capacidad anti-inflamatoria contra una línea celular 

humana. Por otra parte, las catelicidinas de cocodrilianos sintetizadas demostraron una 

amplia actividad antimicrobiana y antibiopelícula contra varios aislados clínicos resisten-

tes a antibióticos. En particular As-CATH8 evidenció una potente capacidad anti-infeccio-

sa en un modelo de piel humana y en un modelo murino de absceso bacteriano, supe-

rando en ambos casos a la catelicidina humana LL-37. No obstante, este péptido mostró 

una moderada citotoxicidad contra células humanas, aunque esta fue similar a lo observa-

do para LL-37. De manera interesante, la catelicidina de cocodrilianos Gg-CATH7 no fue 

citotóxica y mostró buena actividad anti-inflamatoria contra una línea celular de epitelio 

pulmonar humano. En general, este trabajo contribuye a resaltar el potencial terapéutico 

de los HDPs de cocodrilianos y amplía nuestra visión acerca del posible rol de estas mo-

léculas en la inmunidad de cocodrilianos y de reptiles en general.
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Abstract

Host defense peptides (HDPs) are a promising alternative to combat the current cri-

sis of bacterial resistance to conventional antibiotics. They are widely distributed in the 

different kingdoms of life and organisms often express distinct types or families of HDPs 

according to their particular evolutionary history. Crocodylians are interesting species for 

the study of these molecules because of their potent immune system, which confers them 

high resistance to infection. In this work, several bioinformatics tools were employed to in-

vestigate  the  repertoire  of  HDPs  of  the  -defensin  and  cathelicidin  families  in  fourβ  

crocodylian species. This analysis allowed the identification and selection of novel se-

quences  for  functional  characterization,  with  emphasis  on  their  antimicrobial  and an-

tibiofilm activities against  strains of clinical  interest,  as well  as their  cytotoxic and im-

munomodulatory capacity against human cells. A few identified -defensin variants wereβ  

then synthesized and folded in vitro, with varying degree of efficiency in the folding reac-

tion. Notably, the Am23SK variant folded into a single major isoform and showed broad 

antimicrobial and antibiofilm activity, which was superior to that observed for the human 

-defensin HBD3. Additionally, Am23SK was not cytotoxic and showed moderate anti-inβ -

flammatory  capacity  against  a  human  cell  line.  On  the  other  hand,  the  synthesized 

crocodylian cathelicidins displayed broad antimicrobial  and antibiofilm activity  against 

several antibiotic-resistant clinical isolates. In particular As-CATH8 showed potent anti-in-

fective action in a human skin model and in a murine model of bacterial abscess, outper-

forming in both cases the human cathelicidin LL-37. However, this peptide showed moder-

ate cytotoxicity against human cells, although this was similar to that observed for LL-37. 

Interestingly, the crocodylian cathelicidin Gg-CATH7 was non-cytotoxic and showed good 

anti-inflammatory capacity against a human lung epithelial cell line. Overall, this work con-

tributes to highlight the therapeutic potential of crocodylian HDPs and broadens our view 

on the possible role of these molecules in crocodylians and reptile immunity in general.
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 1 Introducción

La aparición y el desarrollo de resistencia a las diferentes clases de antibióticos utili-

zados por parte de patógenos bacterianos, constituye un problema crítico para la salud 

pública a nivel mundial. Estimados sugieren que de continuar desatendida, la resistencia 

antimicrobiana pudiera cobrar 10 millones de muertes anualmente [1]. Por si fuera poco, 

otros eventos asociados a la salud humana como la actual pandemia de SARS-CoV-2 pu-

dieran agravar directa e indirectamente este problema [2]. 

Dentro  de  las  bacterias  de  mayor  preocupación  se  encuentran  las  del  grupo 

ESKAPE (Enterococcus faecium,  Staphylococcus aureus,  Klebsiella pneumoniae,  Acineto-

bacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloacae) [3], las cuales fueron 

clasificadas por la Organización Mundial de la Salud como patógenos priorizados para el 

desarrollo de nuevos tratamientos, dado sus altos niveles de resistencia y gran impacto en 

la salud humana nivel mundial [3,4]. Frecuentemente, estas bacterias pueden encontrarse 

formando biopelículas, las cuales son altamente resistentes a los tratamientos y a la ac-

ción del sistema inmune [5] y llegan a causar cerca de dos tercios de las infecciones bac-

terianas [6]. 

Los péptidos de defensa del hospedero (HDPs, del inglés  host defense peptides) 

constituyen una alternativa prometedora a los antibióticos convencionales [7], y presentan 

varias ventajas comparados con los primeros ya que actúan a través de múltiples mecanis-

mos de acción, presentan buena actividad contra biopelículas bacterianas y tienen pro-

piedades fármaco-dinámicas más favorables [8], lo que contribuye a su capacidad anti-in-

fecciosa in vivo y disminuye la propensión a la aparición de resistencias en los microbios 

patógenos. 

Hay 24 especies de cocodrilianos reconocidas en la actualidad, las cuales pueden 

dividirse en tres familias: Alligatoridae (8 especies; caimanes y aligátores), Crocodylidae 

(14 especies; “verdaderos" cocodrilos) y Gavialidae (2 especies; Gharial y Tomistoma) 

[9]. Desde el punto de vista inmunológico, los cocodrilianos son muy interesante para es-

tudiar los HDPs debido a su alta resistencia a las infecciones. Por ejemplo, estos animales 
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pueden sobrevivir  en ambientes con una alta exposición a microbios, tanto acuáticos 

como terrestres, incluso ante la presencia de lesiones graves sufridas a consecuencia de 

peleas con otros individuos o presas [10]. En este sentido, varios HDPs han sido identifi-

cados en cocodrilianos [11–13]; sin embargo, hasta la fecha muchos de estos péptidos, 

especialmente las -defensinas, no han sido funcionalmente caracterizados y la mayoríaβ  

de las restantes especies permanecen mayormente inexploradas. Afortunadamente, la se-

cuenciación de los genomas de  Alligator mississippiensis,  A. sinensis,  C. porosus y  G. 

gangeticus [14,15] ha abierto una nueva posibilidad para el estudio de estas familias de 

HDPs mediante el empleo de estrategias bioinformáticas, como los modelos ocultos de 

Markov, los cuales han sido utilizado con éxito para caracterizar HDPs en varias especies 

de vertebrados [16–18].
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 2 Hipótesis

El análisis  in silico de los genomas de cocodrilianos permitirán identificar nuevas 

secuencias de -defensinas y catelicidinas con amplia y potente actividad antibacterianaβ  

contra patógenos de importancia clínica, así como con capacidad inmunomoduladora 

contra células humanas. 

 3 Objetivos del proyecto 

 3.1 Objetivo general 

Identificar y caracterizar funcionalmente novedosas secuencias de -defensinas yβ  

catelicidinas codificadas en los genomas de A. mississippiensis, A. sinensis, C. porosus y 

G. gangeticus.

 3.2  Objetivos específicos

1. Identificar mediante el uso de modelos ocultos de Markov específicos para cada 

familia las secuencias de -defensinas (crocBDs) y catelicidinas (crocCATHs).β

2. Seleccionar para su posterior síntesis química algunas secuencias de crocBDs y 

crocCATHs mediante un análisis de sus propiedades físico-químicas, estructurales y sus 

relaciones filogenéticas.

3. Establecer condiciones de purificación y plegamiento in vitro para las crocBD sin-

tetizadas químicamente.
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4. Evaluar la actividad antimicrobiana, de inhibición de biopelícula, citotóxica e in-

munomoduladora de las crocBDs plegadas y las crocCATHs sintetizadas utilizando ensa-

yos in vitro.

5. Evaluar la actividad de erradicación de biopelícula de las crocCATHs sintéticas 

contra S. aureus en un modelo de piel humana.

6. Investigar la capacidad anti-infecciosa de las crocCATHs sintéticas más promiso-

rias contra las bacterias S. aureus y A. baumannii en un modelo murino de formación de 

abscesos.
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 4 Antecedentes

 4.1  Péptidos de defensa del hospedero

Todos los organismos poseen varios mecanismos de defensa para protegerse contra 

los patógenos invasores. Independientemente de su complejidad biológica, todos depen-

den en cierta medida de la secreción de sustancias antimicrobianas [19], lo cual demues-

tra que esta es una estrategia de gran éxito en la naturaleza. En sistemas más sofistica-

dos, como el sistema inmunitario de los vertebrados, estos compuestos pueden actuar de 

manera coordinada con otras moléculas y células para organizar la respuesta inmune 

[20]. En los animales, el sistema inmune se divide en dos ramas principales: innato y 

adaptativo [21]. 

Los HDPs, también conocidos como péptidos antimicrobianos, son una parte esen-

cial del sistema inmune innato en los organismos pluricelulares. Por lo general, estas mo-

léculas son cortas (<50 aminoácidos), compuestas por aproximadamente un 50 % de re-

siduos hidrofóbicos, y con carga neta positiva, la cual normalmente oscila entre +2 y +9 

debido a la abundancia de residuos de arginina y lisina [22,23]. Adicionalmente, en la 

estructura tridimensional de estas moléculas es frecuente encontrar una distribución asi-

métrica de los residuos polares e hidrofóbicos, lo que les confiere a los HDPs propieda-

des anfipáticas [22].

En general, los HDPs difieren significativamente en su secuencia primaria y estruc-

tura, y a grandes rasgos pueden clasificarse en cuatro grupos estructurales sobre la base 

de su conformación: péptidos lineales -helicoidales, péptidos con hojas-  estabilizadasα β  

por puentes disulfuro, péptidos cíclicos y péptidos con estructuras de bucle flexible ex-

tendido [24]. Probablemente los dos primeros grupos son los más comunes y mejor estu-

diados; ejemplos clásicos de ellos son las -defensinas y varios miembros de las cateliciβ -

dinas (Figura 1).

Aunque inicialmente fueron reconocidos por su actividad antimicrobiana directa y a 

menudo de amplio espectro contra bacterias, hongos y virus [25], otras funciones bioló-
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gicas de los HDPs como la capacidad de modular el sistema inmune [26], la actividad 

antibiopelícula  [27] y la actividad anticancerígena [28] han sido también descritas. Así, 

estos hallazgos han dado lugar a décadas de de la investigación, con varios candidatos 

en ensayos clínicos lo que pone de manifiesto el gran potencial de los HDPs como tera-

péuticos [24].

Figura 1: Estructuras tridimensionales de -defensinas y catelicidinas de humanos, aves y reptiβ -
les. Los elementos de estructura secundaria se muestra resaltados en diferentes colores (hélices:  
azul, hojas- : rojo, lazos: gris). También se aprecian los puentes disulfuro coloreados en amarillo.β  
Las estructuras representativas de -defensinas y catelicidinas fueron descargadas del PDBβ 1 y los 
números de acceso para cada una aparecen entre paréntesis. TBD1 fue modelada usando Alpha-
Fold2. Las siluetas de animales fueron creadas por NASA (mujer), Steven Traver (gallina) y Brian  
O'Meara (tortuga) y descargadas de PhyloPic3. Por otro parte, la silueta de la serpiente fue dibu-
jada en Inkscape versión 1.14.

1 PDB: del inglés Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/)
2 https://colab.research.google.com/github/sokrypton/ColabFold/blob/main/AlphaFold2.ipynb#scrollTo=kOblAo-  

xetgx 
3 http://phylopic.org/  
4 https://inkscape.org/  
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 4.2 Familia de las defensinas

Las defensinas son uno de los principales grupos de HDPs presentes en plantas, 

animales y hongos [29]. Típicamente, estos péptidos presentan un motivo estructural ca-

racterístico compuesto por un motivo de triple cadena de hojas-  antiparalelas, normalβ -

mente empaquetado contra una -hélice, que se estabiliza mediante tres a seis enlacesα  

disulfuro [29,30].

Debido a diferencias en su secuencia primaria, orientación de la estructura secun-

daria, conectividades de los enlaces disulfuro y en las similitudes de la estructura tercia -

ria, las defensinas se han clasificado recientemente en dos superfamilias: cis- y trans-de-

fensinas [31] (Figura 2). La mayor de estas superfamilias comprende a las cis-defensinas, 

las cuales poseen dos enlaces disulfuro paralelos que conectan la hoja-  final con laβ  

α-hélice e incluye las proteínas  estabilizadas por cisteína presentes en hongos, inverαβ -

tebrados y plantas. La segunda, las  trans-defensinas, abarca secuencias que tienen dos 

enlaces disulfuro análogos que están orientados en direcciones opuestas a la hoja-  final,β  

por lo que los conectan a diferentes elementos de la estructura secundaria. Esta superfa-

milia incluye a las defensinas de los vertebrados, así como las grandes defensinas de los 

invertebrados, los péptidos similares a las -defensinas de las langostas y varias secuenβ -

cias similares a las defensinas de los cnidarios recientemente identificadas [31–33].

Figura 2: Topología de los puentes disulfuro en las cis- y trans-defensinas. Elementos de estructu-
ra secundaria están representados mediante flechas (hojas-β), cilindros ( -hélices) o varillas (α re-
giones desordenadas). Imagen modificada de Shafee et al. [32].
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 Sin embargo, si estas dos superfamilias tienen un origen evolutivo independiente o 

comparten un ancestro común sigue siendo un tema polémico [31,34], lo que evidencia 

la dificultad de inferir relaciones evolutivas distantes en estos péptidos. Sin embargo, el 

motivo estructural de las defensinas ha demostrado ser un buen andamio para la adquisi-

ción de una amplia gama de nuevas funciones biológicas y varios miembros de ambas 

superfamilias muestran propiedades como actividad antimicrobiana, modulación de la 

respuesta inmune del hospedero, actividad anticancerígena, perturbación de los canales 

iónicos e inhibición enzimática [32].

Las defensinas de los vertebrados pueden clasificarse en tres subfamilias estructura-

les: -, - y -defensinas, teniendo en cuenta las conectividades disulfuro y del númeroα β θ  

de residuos intercalados entre las cisteínas conservadas [35]. Desde una perspectiva evo-

lutiva, las -defensinas están restringidas a los mamíferos y parecen haber evolucionadoα  

a partir de los genes ancestrales de las -defensinas β [36], tras la divergencia entre éstos y 

los reptiles, hace aproximadamente 300 millones de años [37]. Curiosamente, algunas es-

pecies de mamíferos (ej. ganado vacuno) han perdido esta subfamilia durante la evolu-

ción, aunque la razón de esta pérdida no se entiende completamente [38]. Por su parte, 

las -defensinas son θ los miembros más jóvenes y se producen a partir de genes de -deα -

fensina mutados que contienen un codón de parada prematuro y que por tanto codifican 

para un péptido maduro de sólo 12 residuos. Dos de estos precursores se procesan para 

formar un péptido circular octa-deca que está estabilizado estructuralmente por tres disul -

furos [39]. Las -defensinas sólo se encuentran en primates, concretamente en los monosθ  

del Viejo Mundo, pero otros primates como los humanos, los chimpancés y los gorilas 

pueden presentar varios pseudogenes en sus genomas [40]. 

A su vez, se ha sugerido que las -defensinas evolucionaron a partir del dominioβ  

C-terminal de las defensinas grandes (big defensins) de invertebrados, ya que ambas fa-

milias comparten el motivo de puentes disulfuro, funciones y lugares de expresión simila-

res [41]. Esta subfamilia es la más extendida de todas las defensinas de vertebrados, y ha 

sido identificada en todos los grupos estudiados hasta ahora, incluyendo peces, anfibios, 
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reptiles, aves y mamíferos [42]. Curiosamente, también se han encontrado en dos espe-

cies de langostas [43], lo que acentúa su antiguo origen en la evolución animal. 

 4.2.1  Organización genómica y número de genes de β-defensinas

En mamíferos, los genes de -defensinas se agrupan en cuatro o cinco regionesβ  

cromosómicas (ej. en los cromosomas 6, 8 y 20 en los humanos) [44], y el orden y la 

orientación de los genes ortólogos suelen conservarse entre las distintas especies [45–

47]. Se ha sugerido que la presencia de estos grupos en diferentes cromosomas en ma-

míferos podría ser el resultado de eventos de rápida duplicación de genes, diversifica-

ción de secuencias y translocación cromosómica que ocurrieron tras la divergencia de 

este linaje [42,48]. Por el contrario, los genes de las -defensinas de aves se agrupan enβ  

un solo clúster (ej. en el cromosoma 3 de los pollos) [48,49], y al igual que en mamífe-

ros muestran un orden y orientación similar en los distintos genomas [49].

Los genes de -defensina de los reptiles parecen tener una organización similar aβ  

los de las aves, y se localizan principalmente en un solo grupo en el genoma [13,50]. 

Aunque los informes que comparan la estructura genómica de los genes de -defensinaβ  

entre diferentes especies o grupos de reptiles son generalmente escasos, se han observa-

do varias relaciones sintéticas y de ortología entre los cocodrilianos y los lagartos [13]. 

En las tortugas y lagartos, el clúster de -defensinas parece estar flanqueado a unβ  

extremo por el gen que codifica la proteína catepsina B (CTSB) [50], lo que también ha 

sido observado en mamíferos y aves [48,49]. Además, en aves y tortugas, este clúster es-

tá flanqueado en el otro extremo por el gen que codifica la proteína de membrana aso-

ciada a la translocación 2 (TRAM2)  [49,50]. Por lo tanto, tanto los genes CTSB como 

TRAM2 se han utilizado como marcadores para ayudar a la identificación de los grupos 

de -defensinas en los nuevos genomas β [50].

El número de genes de -defensinas entre los vertebrados es extremadamente variaβ -

ble. Por ejemplo, un análisis de 29 genomas que el número de genes de -defensinas enβ  

mamíferos varía desde menos de 10, en especies como los delfines, elefantes y pandas, 
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hasta más de 40 en vacas, ratas y humanos [42]. Por otro lado, en las aves los números 

varían entre 10 y 20 entre las distintas especies [49]. 

En reptiles, 37 genes han sido identificados en el lagarto verde [18], 66 en el dra-

gón de Komodo [50], 14-16 en serpientes (tabla suplementaria de van Hoek et al. [50]) y 

26 en tortugas [51]. Adicionalmente, 19 genes de -defensina fueron previamente identiβ -

ficados en el aligátor chino A. sinensis [13]; aunque es probable que el número definitivo 

de genes de -defensina en los reptiles, y en los vertebrados en general, cambie a mediβ -

da que más genomas sean secuenciados y anotados correctamente.

 4.2.2  Características de los precursores de β-defensinas

Las -defensinas β son sintetizados in vivo como precursores peptídicos, o sea, con-

tienen un péptido señal hidrofóbico y rico en leucinas (también llamado secuencia señal 

o pre-péptido), una pro-pieza intermedia (también llamada pro-péptido o pro-secuencia), 

y una región C-terminal que corresponde al péptido maduro [35,52]. La mayoría de las 

-defensinas tienen pro-piezas muy cortβ as o a veces inexistentes, en contraste con las 

α-defensinas que suelen poseer pro-piezas aniónicas relativamente largas (~45 aminoáci-

dos)  [35].  En las -defensinas, la pro-pieza contrarresta el péptido maduro catiónico,α  

manteniéndolo inactivo durante la síntesis  [53]. También parece ser importante para la 

clasificación subcelular y el correcto plegado del péptido maduro [54,55]. La causa y las 

implicaciones biológicas de las diferencias en longitud de las pro-piezas  entre ambas 

subfamilias no están del todo claras, pero podrían indicar que los requisitos estructurales 

para la biosíntesis, el correcto plegamiento y/o el tráfico intracelular son notablemente 

distintas para cada una de ellas [52]. 

Entre los reptiles, los genes de las -defensinas se organizan en dos o cuatro exoβ -

nes. En los aligátores, la variante de dos exones parece ser la más común y cuando el  

arreglo de cuatro exones está presente, el primer y el cuarto exón sólo codifican para el 

5'- y el 3'-UTR (del inglés Untranslated Region), respectivamente [13]. Por el contrario, la 

mayoría de los genes de -defensinas del lagarto β Anolis carolinensis contienen tres exo-

nes; el primero y el segundo codifican pare el péptido señal, la pro-pieza y la mayor par-
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te de la secuencia madura, mientras que el último exón codifica el resto de la secuencia 

madura y el 3'-UTR [18]. En la organización génica de cuatro exones, el primer exón adi-

cional contiene el 5'-UTR y los restantes exones siguen el patrón descrito anteriormente. 

Las variantes de dos exones también están presentes en el genoma de  A. carolinensis 

[18]. A pesar de su estrecha relación evolutiva con los lagartos, los genes de -defensinaβ  

de las serpientes muestran menos diversidad en sus estructuras y contienen mayoritaria-

mente dos o tres exones [56,57]. En general, en estos animales la mayor parte del pépti-

do señal es codificada por el primer exón y el resto más el péptido maduro es codificado 

por el segundo exón (y el tercero si está presente). Curiosamente, las defensinas de ser-

piente parecen carecer de la por-pieza [56], la cual está presente en la mayoría de las -β

defensinas de vertebrados.

En la mayoría de los casos, los péptidos maduros de la -defensina son pequeñosβ  

(36-50 aminoácidos de longitud),  cargados positivamente y anfipáticos. Seis cisteínas 

conservadas forman tres enlaces disulfuro intramoleculares (Figura 1), con la topología 

Cys1-Cys5, Cys2-Cys4, y Cys3-Cys6 [58,59]. Sin embargo, variaciones de este arquetipo 

han sido también descritas. Uno de los ejemplos más notorios son las secuencias con re -

peticiones  del  motivo  -defensina,  que  han  sido  encontradβ as en  aves  y  lagartos 

[18,49,50]. 

Los péptidos AvBD11 son defensinas atípicas y altamente conservadas en todas las 

especies aviares, los cuales contienen dos dominios -defensinas empaquetados a travésβ  

de un grupo hidrofóbico [60]. En concreto, la AvBD11 de gallinas (Gga-AvBD11) presenta 

una actividad anti-infecciosa contra bacterias y parásitos [60,61], y este efecto se ha atri-

buido principalmente al dominio β-defensina presente en el N-terminal de esta molécula, 

el cual es más catiónico e hidrofóbico. La adquisición de un segundo dominio -defensiβ -

na, aunque tiene un menor impacto sobre la actividad antibacteriana y antiparasítica, pa-

rece mejorar algunas propiedades biológicas de Gga-AvBD11, como las actividades anti -

cancerígenas [58]. Es atractivo especular que razones similares podrían haber apoyado la 

aparición de un segundo dominio en algunas -defensinas de reptiles. Sin embargo, esβ -

tas -defensinas sólo se han descrito hasta ahora en lagartos, y sus actividades no hanβ  
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sido evaluadas. Por tanto, el papel biológico y evolutivo de estas moléculas sigue sin ex-

plorarse en las especies de reptiles.

En los reptiles también se ha descrito la expresión de -defensinas con carga netaβ  

negativa [13,18,50]. Aunque menos abundantes y caracterizadas que sus homólogas ca-

tiónicas, las -defensinas aniónicas con actividad de amplio espectro también pueden deβ -

sempeñar un papel importante en las defensas del hospedero contra infecciones bacte-

rianas, como atestigua la presencia de estas moléculas en las secreciones de algunas es-

pecies de anfibios [62]. 

 4.2.3 Actividad biológica de las β-defensinas de los reptiles

A nivel funcional, las defensinas humanas (y las de mamíferos en general) han de -

sempeñado un papel importante en nuestra comprensión del papel de estos péptidos en 

la inmunidad, y muchas de sus actividades biológicas han sido ampliamente exploradas 

[26,63,64]. Sin embargo, varios miembros de la subfamilia de las -defensinas de verteβ -

brados han atraído menos atención y permanecen en gran medida sin caracterizar. 

Aunque inicialmente fueron reconocidas por sus actividades antimicrobianas  [65], 

actualmente hay varias evidencias que apoyan un papel más amplio de las β-defensinas 

en la inmunidad de los organismos [26,63]. En los reptiles, estas moléculas sólo han sido 

caracterizadas funcionalmente en tortugas, con énfasis en su actividad antimicrobiana in 

vitro [51,66]. Por ejemplo, la TBD1, una β-defensina aislada de los leucocitos de la tortu-

ga europea Emys orbicularis, mostró actividad antimicrobiana contra bacterias Gram-posi-

tivas y Gram-negativas y hongos, en un rango de concentraciones similares a lo observa-

do para la -defensina humana HNP1 α [66]. Adicionalmente, la actividad antimicrobiana 

de la -defensina Ps-BD2 de β Pelodiscus sinensis ha sido investigada. En este caso, la Ps-

BD2 recombinante, expresada en levaduras, también mostró una amplia actividad antimi-

crobiana [51].

Aunque la actividad biológica de las -defensinas de otros grupos de reptiles no haβ  

sido evaluada directamente, pero sí se han obtenido algunos datos sobre su posible pa-
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pel en la inmunidad de estos animales a partir de estudios de expresión de ARNm y cito-

logía. Al igual que en los mamíferos y las aves, la expresión de las -defensinas es variaβ -

ble en reptiles de acuerdo a la especie y el tejido estudiado. En este sentido, la expresión 

de genes de β-defensinas ha sido descrita en varios tejidos, desde la piel y las superfi-

cies mucosas del tracto gastrointestinal, reproductivo o respiratorio, hasta órganos "me-

nos  expuestos"  como  el  cerebro,  el  corazón,  el  hígado  o  incluso  los  músculos 

[13,18,51,67]. Algunas defensinas también están presentes en los gránulos citoplasmáti-

cos de los granulocitos de varias especies de reptiles [68,69]. 

Estudios de inmunomarcado en A. carolinensis han demostrado que algunas defen-

sinas son almacenadas en los gránulos inespecíficos de los granulocitos polimorfonuclea-

dos o heterófilos, y que en su mayoría están ausentes en otros tejidos [70,71]. Durante el 

proceso de cicatrización, los granulocitos son reclutados en el lugar del daño, y tras su 

activación, las -defensinas son liberadas hacia el espacio extracelular, contribuyendo aβ  

generar una barrera defensiva inicial contra los microbios. También ha sido descrito que 

la concentración de -defensinas es mayor en los fagosomas que contienen bacterias enβ  

degradación. Todos estos elementos apoyan el papel activo de las -defensinas en la eliβ -

minación de las infecciones bacterianas en reptiles [70,72]. 

Aunque la función antibacteriana de las -defensinas de los reptiles parece más eviβ -

dente, su potencial papel como inmunomoduladores permanece poco explorado. Algu-

nos estudios sugieren que la ausencia de un ambiente inflamatorio severo en la cola de 

los lagartos favorece la regeneración de los tejidos [73]. Por tanto, se ha propuesto que 

la secreción de -defensinas podría contribuir a la angiogénesis y a la cicatrización deβ  

los tejidos, aunque todavía no se ha demostrado ninguna actividad anti-inflamatoria por 

parte de las defensinas de lagarto. 

Muchas de las propiedades descritas anteriormente sí han sido  demostradas para 

las defensinas de mamíferos [64]. También, hay evidencias que sugieren una asociación 

significativa entre los genes que codifican a las Gg-AvBD-2 y -7 en gallinas y la respuesta 

de anticuerpos a una vacuna contra  Salmonella enterica serovar Enteritidis  [74], lo que 
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sugiere un papel activo de las defensinas de aves en la modulación de la respuesta inmu-

nitaria del hospedero. Por lo tanto, resulta atractivo especular que las actividades inmuno-

moduladoras podrían formar parte de las "actividades básicas" de la mayoría de las β-de-

fensinas de los vertebrados, incluidas las de los reptiles. 

 4.3 Familia de las catelicidinas

Al igual que las defensinas, las catelicidinas son una de las familias más importantes 

de HDPs en vertebrados. Estos péptidos fueron descubiertos inicialmente en gránulos de 

neutrófilos bovinos [75,76] y contienen en su N-terminal una región denominada domino 

catelina, la cual presenta cuatro cisteínas altamente conservadas [75]. El nombre de este 

dominio proviene de observaciones iniciales que indicaron que esta región compartía un 

alto por ciento de identidad con una catelina de cerdos, un péptido inhibidor de la endo-

peptidasa cathepsin L aislado de los neutrófilos de este animal  [76]. En la actualidad, 

péptidos tipo catelicidina han sido identificados en todos los grupos de vertebrados estu-

diados [7] (Figura 3).

 4.3.1 Número de genes, organización genómica y características de los pre-

cursores de catelicidinas

El número de genes de catelicidina puede variar según la especie. Por ejemplo, só-

lo existe un único gen en humanos, ratones y perros, mientras que en la mayoría de los 

otros vertebrados y muchos de los mamíferos contienen de 2 a 11 genes codificantes 

para catelicidinas [49,77–79]. Específicamente en reptiles, 4 genes de catelicidinas han 

sido descritos en el lagarto A. carolinensis [80], 3 en el dragón de Komodo [50] y 6 en 

tortugas [81] y aligátores [12]. No obstante estas diferencias en el número de secuencias, 

los genes de catelicidinas se agrupan en la misma región del genoma (ej. cromosoma 3 

en humanos) [49,50,76], y la posición y orientación de los mismos se encuentra de cier-

ta manera conservada entre especies relacionadas [49,75]. 
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Figura 3: Diversidad de las catelicidinas entre los distintos grupos de vertebrados. Los gráficos 
de barras circulares muestran la distribución de la longitud, la carga neta y la proporción de ami-
noácidos hidrofóbicos entre catelicidinas representativas de varias especies de vertebrados. Ima-
gen modificada de Alford et al. [7].
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En contraste con las defensinas, la estructura de los genes de catelicidina parece 

estar bien conservada entre los vertebrados, la cual está compuesta por cuatro exones 

que codifican colectivamente para el péptido precursor consistente en un péptido señal, 

una pro-pieza relativamente larga (~100 aminoácidos) correspondiente la dominio cateli-

na y la secuencia madura [77,82]. En particular, la región del péptido maduro está nor-

malmente codificada por el último exón. Aunque existe una mayor identidad de secuen-

cia de aminoácidos para el dominio de la catelina entre diferentes especies, los péptidos 

maduros de las catelicidinas son notablemente diversos en cuanto a su longitud, compo-

sición, carga neta y estructura (Figura 3). Estructuras tipo α-hélices son las más comunes 

en esta familia de HDPs y se pueden observar en catelicidinas de todos los grupos de 

vertebrados [7], incluidos los reptiles (Figura 1); no obstante, otras clases estructurales 

también están presentes [7].

 4.3.2 Expresión y procesamiento de los precursores de catelicidinas

Los péptidos de catelicidinas son expresados de manera constitutiva, principalmen-

te por células del sistema inmune, aunque también pueden encontrarse en células epite-

liales, superficies de las mucosas y la piel [26,82]. Adicionalmente, estos niveles pueden 

incrementarse en respuesta a infecciones, mediadores inflamatorios y otras moléculas 

como la vitamina D [7]. En especial, muchas catelicidinas son almacenadas en los gránu-

los de los neutrófilos [76], listas para ser liberadas al medio circundante luego de la esti-

mulación celular. Curiosamente, varias catelicidinas han sido identificadas como parte del 

veneno de varias serpientes [83].

En mamíferos, los precursores de catelicidinas son procesados por proteasas resi -

dentes en los diferentes tejidos para dar lugar al péptido maduro, y con frecuencia a 

otras variantes más cortas [7]. Por ejemplo, la proteinasa 3 y varias kalikreinas procesan a 

la LL-37 en humanos [7], mientras que varias catelicidinas en caballos y ganado son pro-

cesadas por la elastasa de neutrófilos [84]. En este sentido, también se ha sugerido un 

papel importante para esta última en el procesamiento de las catelicidinas de aves [85], 

peces  [86] y reptiles  [87]. Aunque esto no ha sido experimentalmente verificado en la 
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mayoría de los casos. De manera interesante, proteasas tipo tripsina han sido propuestas 

también, además de la elastasa, para el procesamiento de las catelicidinas en anfibios 

[88,89].

 4.3.3 Actividad biológica de las catelicidinas en reptiles

Entre las primeras catelicidinas identificadas y mejor caracterizadas en reptiles son 

aquellas derivadas del veneno de serpientes [83]. Diversos trabajos han demostrado que 

estos péptidos y las catelicidinas de otros reptiles ejercen una amplia actividad antimicro-

biana contra bacterias y hongos [12,80,83,90]. Con frecuencia, las catelicidinas de repti-

les también son capaces de inhibir la formación y erradicar biopelículas de varias espe-

cies de bacterias [12,83,90]. 

Muchas de estos péptidos presentan además baja actividad hemolítica y citotóxica 

contra las células de mamíferos [12,83,90] y pueden inhibir la producción de mediado-

res proinflamatorios inducidos por LPS en los macrófagos de mamíferos in vitro [12,90]. 

Por otro lado, también se ha observado la capacidad de inducción de quimiocinas y cito-

quinas anti-inflamatorias en varias catelicidinas de reptiles [81,91].

Varios estudios han demostrado que las catelicidinas de reptiles pueden incluso in-

fluir en otros procesos inmunitarios. Por ejemplo, la catelicidina de serpiente denomina-

da catelicidina-WA (también conocida como catelicidina-BF) promovió la polarización ha-

cia un tipo M2 de macrófagos murinos RAW264.7 estimulados por Escherichia coli [92]. 

Cuando esta fue co-administrada en conjunto con bacterias, la catelicidina-WA suprimió 

indirectamente la producción de mediadores proinflamatorios, y los macrófagos tipo M2 

CD206+ resultantes mostraron una mayor expresión de varias citoquinas anti-inflamato-

rias, pero otras funciones celulares importantes como la fagocitosis no fueron modifica-

das. Este péptido también se evaluó como tratamiento para la diarrea bacteriana en le-

chones destetados [93]. En este sentido, la administración de la catelicidina de serpiente 

atenuó la diarrea y redujo los niveles de inflamación sistémica y en el yeyuno de los le-

chones, de forma similar a lo observado con el antibiótico Enrofloxacina. Sin embargo, 

sólo el tratamiento con la catelicidina-WA mejoró la morfología, integridad, funciones de 
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barrera, así como la composición y el metabolismo microbiano en los intestinos de los 

animales tratados [93].

Recientemente, Chen et al. [12] caracterizaron las actividades de seis nuevas cateli-

cidinas (As-CATH1-6) identificadas en el aligátor chino A. sinensis. En general, estos pép-

tidos difirieron en sus perfiles de actividad in vitro y en su eficacia en modelos murinos 

de peritonitis bacteriana. Curiosamente, dicha eficacia estuvo más relacionada con la ca-

pacidad de estos péptidos para reclutar células inmunitarias en el lugar de la infección 

que con las actividades antimicrobianas evaluadas. Así, los péptidos As-CATH4-6 mostra-

ron una buena actividad antimicrobiana, antibiopelícula y de neutralización de LPS in vi-

tro, a la vez que suprimían la producción de mediadores proinflamatorios (óxido nítrico, 

interleucina (IL)-6, IL-1  y TNF- )  β α en macrófagos peritoneales murinos estimulados  con 

LPS. Estos resultados contrastaron con las limitadas actividades observadas in vitro para 

As-CATH1-3. Sin embargo, cuando se evaluaron in vivo, As-CATH2-6 fueron capaces de 

reclutar neutrófilos, monocitos y macrófagos al lugar de la infección y protegieron a los 

ratones contra la infección bacteriana en distintos grados. Por el contrario, As-CATH-1 

solo reclutó macrófagos de forma moderada y no mostró ningún efecto protector in vivo 

[12], lo que sugiere un papel menor de esta catelicidina en la prevención de infecciones 

bacterianas en aligátores. 

Aparte de la amplia y potente actividad antimicrobiana y antibiopelícula de las cate-

licididas As-CATH4 y As-CATH5, así como de su capacidad inmunomoduladora en rato-

nes [12], estos péptidos fueron capaces de acentuar la actividad enzimática de la lisozi-

ma y las fosfatasas ácida y alcalina del cangrejo chino (Eriocheir sinensis), incrementando 

la supervivencia de estos animales al ser retados con varias bacterias patógenas [94]. Por 

otro lado, As-CATH5 además mostró un efecto antiviral en el camarón siberiano Exopalae-

mon modestus, el cual fue también asociado con su capacidad inmunomoduladora [95]. 

Estos resultados destacan la importancia de la modulación inmune para la actividad anti-

infecciosa de las catelicidinas de cocodrilianos in vivo y ponen de manifiesto el potencial 

terapéutico de estas catelicidinas, y las catelicidinas de reptiles en general, para el trata-

miento de infecciones causadas por diversos patógenos. 
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 4.4  Mecanismos de acción antimicrobiana de β-defensinas y catelicidi-
nas de reptiles

El mecanismo de acción de los HDPs para ejercer su actividad antimicrobiana es un 

fenómeno complejo, que probablemente se ve influenciado por varios factores como las 

características de las superficies bacterianas y de los péptidos investigados (ej. secuencia 

primaria, estructura, propiedades físico-químicas, etc.) [22,96]. Adicionalmente, dada la 

diversidad de HDPs y especies bacterianas en la naturaleza, es improbable que un solo 

mecanismo de acción universal, o unos pocos, logren explicar completamente las activi-

dad antimicrobiana de los HDPs en todos los casos posibles. No obstante, varios estudios 

han brindado algo de información al respecto, lo que ha contribuido a entender un poco 

mejor este enrevesado problema.

En general se piensa que los HDPs interactúan electrostáticamente en una primera 

instancia con estructuras y componentes de las membranas bacterianas cargados negati-

vamente (ej. moléculas de LPS en bacterias Gram-negativas y de ácido teicoico en Gram-

positivas) [22,96]. Luego de esta aproximación inicial, se ha sugerido que estos péptidos 

interactúan con las membranas bacterianas, e igualmente dicha unión pudiera estar esta-

bilizada por interacciones electrostáticas entre los residuos básicos de los péptidos y las 

cabezas polares de los lípidos aniónicos bacterianos[22]. Adicionalmente, los residuos 

hidrofóbicos de los HDPs juegan un papel importante al interactuar con las cadenas apo-

lares de los lípidos de la membrana [22]. Una vez alcanzada una cantidad suficiente de 

péptido unido a la membrana, esta interacción puede llegar a tener un efecto disruptivo, 

conllevando a la pérdida de la integridad de la membrana y a la liberación del contenido 

intracelular, o no disruptivo, resultando en este caso en la translocación de los HDPs ha-

cia el interior celular [22,96]. 

Varios modelos derivados de estudios in vitro, en particular con modelos de mem-

brana, han sido propuestos para explicar la interacción disruptiva de los HDPs hacia las 

membranas bacterianas. Entre ellos se pueden mencionar el mecanismo de barril, el de 

poro toroidal o el mecanismo de carpeta (Figura 4) [22]. Aunque dichos modelos son 
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informativos en cuanto a posibles propiedades de los HDPs que pudieran ser importantes 

para su actividad biológica, estos han sido difíciles de replicar utilizando bacterias com-

pletas y otras limitaciones en las condiciones experimentales empleadas han puesto en 

duda la validez in vivo [23].

Figura 4: Mecanismos de acción propuestos para la actividad antimicrobiana de los HDPs. Estos 
péptidos pueden interactuar con elementos extracelulares como la membrana citoplasmática o la 
pared celular, así como con varios elementos intracelulares, interfiriendo de esta manera con pro-
cesos claves para la supervivencia bacteriana. Imagen tomada de Hancock et al. [23].
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Mientras que la disrupción de la membrana plasmática puede ser importante para 

la actividad antimicrobiana de algunos HDPs, otros estudios han demostrado que algunos 

péptidos no actúan causando lisis celular, sino mediante la interacción con otros compo-

nentes bacterianos intra y extra-celulares, afectando así varios procesos vitales para la su-

perveniencia bacteriana (Figura 4) [23,96]. 

En el caso de las -defensinas, varios mecanismos han sido propuestos para expliβ -

car su efecto antimicrobiano, como la permeabilización de las membranas bacterianas 

[97,98] y la inhibición de la síntesis de la pared celular bacteriana al interactuar con el 

precursor lípido II [99]. Aunque esta actividad ha sido descrita previamente para algunos 

péptidos de esta familia en reptiles, sus mecanismos de acción específicos no fueron in-

vestigados [51,66]. No obstante, dado que los mecanismos descritos anteriormente pare-

cen ser compartidos por miembros de diferentes subfamilias de las defensinas de verte-

brados e invertebrados [100–102], es razonable especular que las las -defensinas deβ  

reptiles podrían actuar de manera similar.

Otros trabajos apuntan a que las catelicidinas de reptiles, a altas concentraciones 

(ej. 5 × MIC), causan alteraciones morfológicas en las membranas plasmáticas bacteria-

nas con la consecuente lisis celular  [12,91,103], sugiriendo que estos péptidos actúan 

mayormente a nivel de membrana. Esto es consistente con lo observado para otros miem-

bros de la familia de las catelicidinas con estructura -helicoidal, como la LL-37 α [104]. No 

obstante, un estudio reciente con una catelicidina de serpiente indicó que a bajas con-

centraciones (ej. 1/4 × MIC), este péptido no causa daño en la membrana o lisis celular, 

pero es capaz ingresar al interior celular y formar agregados en la región del nucleoide 

bacteriano, posiblemente afectando el proceso de transcripción  [103]. Estos resultados 

resaltan complejidad de los mecanismo de acción de los HDPs (Figura 4) y suportan la 

idea de que, en dependencia del contexto, HDPs pueden seguir diferentes vías para ejer-

cer su actividad biológica [23,96]. 
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 4.5 Métodos bioinformáticos para la identificación de HDPs

El crecimiento exponencial de la información en bases de datos públicas derivado 

de las tecnologías ómicas, como la genómica y transcriptómica, posibilita la identifica-

ción y el estudio de nuevas secuencias de HDPs utilizando herramientas in silico. Entre 

las bases de datos más conocidas podemos mencionar la UniProtKB5 (del inglés Universal 

Protein Resource Knowledgebase) [105] y el GenBank6 [106], esta última manejada por el 

NCBI (del inglés National Center for Biotechnology Information). Aunque no son las úni-

cas, estas dos bases de datos albergan una enorme cantidad de información; por ejem-

plo,  solamente  GenBank contiene millones  de secuencias  de nucleótidos de más de 

450,000 especies [106] y continúa creciendo de manera exponencial cada año.

Debido al interés que despiertan los HDPs por su gran potencial terapéutico, varios 

trabajos se han enfocado en tratar de automatizar y perfeccionar los métodos para la  

identificación de nuevas secuencias utilizando diversos algoritmos computacionales, in-

cluyendo varios de machine learning [107–110]. No obstante, muchos de estos progra-

mas presentan algunas desventajas ya que son diseñados para predecir regiones o se-

cuencias con potencial antimicrobiano una vez identificada la región del péptido madu-

ro, y por tanto son incompatibles con la utilización de fragmentos genómicos directos, 

donde es necesario predecir las regiones codificantes y estas están frecuentemente inte-

rrumpidas por intrones. Esto conlleva en algunos casos a una baja precisión de predic-

ción [110]. Adicionalmente, muchas de estas herramientas son diseñadas como aplicacio-

nes web [109] por lo que presentan una pobre integración en flujos de trabajo con otras 

herramientas de predicción y análisis de secuencias.

Estrategias basadas en homología de secuencia utilizando alineamientos locales o 

búsqueda de patrones conservados han probado ser de mucha utilidad para el estudio 

de HDPs [111]. En este sentido, dos de las herramientas más populares para cada una de 

estas metodologías son BLAST7 (del inglés  Basic Local Alignment Search Tool)  [112] y 

5 https://www.uniprot.org/uniprot/  
6 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/  
7 https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi  
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HMMER38 [113]. En especial, HMMER3 muestra una gran precisión y sensibilidad en la 

detección de homólogos debido a la utilización de modelos de probabilidad asociados 

(denominados modelos ocultos de Markov) [111,114].

Estas metodologías, o combinación de ellas, han sido aplicadas con éxito en el es-

tudio de secuencias de -defensinas y catelicidinas en varias especies de vertebradosβ  

[13,16–18].  Las predicciones genómicas son usualmente seguidas de experimentos de 

biología molecular para confirmar la identidad de las secuencias y ganar información 

acerca del patrón de expresión de las mismas  [16,17]. Sin embargo, este último paso, 

con frecuencia limitado por la disponibilidad de muestras biológicas, no es indispensa-

ble para la identificación de secuencias con buena actividad biológica [11,115,116].

Específicamente en reptiles, varias secuencias de estas familias han sido identifica-

das mediante estas herramientas in silico en lagartos [18,50,80], serpientes [116], tortu-

gas [51,117] y cocodrilianos [11–13].

8 http://hmmer.org/  
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 5 Materiales y métodos

 5.1 Predicción y análisis in silico de secuencias de HDP de cocodrilia-
nos

 5.1.1 Identificación de secuencias tipo β-defensinas y catelicidinas usando 

modelos ocultos de Markov

Para la identificación de secuencias de -defensinas y catelicidinas en las cuatro esβ -

pecies de cocodrilianos se utilizaron las versiones iniciales de los ensamblajes de los ge-

nomas generadas por St John et al. [14], así como las versiones descargadas de GenBank 

ASM28112v4  (No. acceso:  GCA_000281125.4)  de  A.  mississippiensis,  ASM45574v1 

(No. acceso:  GCA_000455745.1)  de  A.  sinensis [15],  CroPor_comp1  (No. acceso: 

GCA_001723895.1) de C. porosus y GavGan_comp1 (No. acceso : GCA_001723915.1) 

de G. gangeticus.

Posteriormente se desarrolló un flujo de trabajo utilizando el programa Snakemake 

versión 5.3.0 [118], lo que permitió automatizar el análisis. Primeramente, modelos ocul-

tos de Markov específicos (motivos estructurales) para cada familia de HDPs fueron gene-

rados usando el paquete de programas HMMER versión 3.22, a partir del alineamiento 

múltiple de secuencias de aminoácidos correspondientes a β-defensinas o catelicidinas 

de amniotas (reptiles, aves y mamíferos). Dichas secuencias fueron obtenidas de las ba-

ses de datos Genbank y UniProtKB, así como de la literatura científica publicada. Los ali-

neamientos múltiples se realizaron utilizando el programa MAFFT versión 7.310 (del in-

glés Multiple Alignment using Fast Fourier Transform) [119], empleando el método iterativo 

con refinamiento L-INS-i y fueron curados manualmente utilizando el programa AliView 

versión 1.26 [120]. 

La búsqueda de los motivos estructurales generados se realizó con HMMER en los 

seis marcos abiertos de lectura (ORFs, del inglés Open Reading Frames) para cada ver-

sión de los genomas utilizada. Aquellas regiones genómicas donde se encontraron coin-

cidencias fueron extraídas y ampliadas 5 kilo pares de bases río arriba y abajo de cada 
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coincidencia. Seguidamente, se realizó un alineamiento de estas regiones contra las se-

cuencias de amniotas utilizadas al inicio del análisis, empleando la función protein2geno-

me del programa Exonerate versión 2.4 [121] y el programa SCIPIO versión 1.4 [122]. 

Figura 5: Esquema general de los pasos de la estrategia bioinformática utilizada. La estrategia 
seguida para la identificación de -defensinas y catelicidinas en los genomas de los cocodriliaβ -
nos consistió de cinco pasos principales.
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Luego de seleccionar para cada coincidencia el mejor par de alineamiento región-

HDP, este fue cuidadosamente revisado y curado para obtener la mejor  predicción de 

exones e intrones de los genes ortólogos. El proceso descrito anteriormente fue repetido 

hasta que no se logró encontrar ninguna nueva secuencia, partiendo para cada nueva 

búsqueda de un nuevo alineamiento conformado solamente con las secuencias de coco-

drilianos encontradas en las iteraciones anteriores (Figura 5).

Los dominios del péptido señal en las secuencias crocBDs y crocCATHs identifica-

das fueron predichos empleando el SignalP 5.0 server9 [123]. En cambio, la predicción 

de las regiones de los péptidos maduros se realizó a partir de la información de otras se-

cuencias de reptiles previamente publicadas en la literatura.

 5.1.2 Análisis filogenético de las secuencias tipo β-defensinas

El análisis filogenético de las crocBDs se realizó con el programa PhyML versión 

3.3.20190321 [124] utilizando el criterio de máxima verosimilitud. En este análisis se in-

cluyeron secuencias de reptiles, aves y mamíferos que contenían las regiones del péptido 

señal, pro-pieza y péptido maduro. Las -defensinas de anfibios CFBD1 (β No. acceso en 

GenBank: AHF22421) y RpuBD1 (No. acceso en GenBank: AJQ17189) de Cynops fudin-

gensis y  Rhacophorus puerensis, respectivamente, fueron utilizadas como grupo externo 

para enraizar el árbol. Se consideró al JTT+I+G como mejor modelo de sustitución de 

aminoácidos, según los criterios de información de Aikaike y Bayesiano implementados 

en el programa Prottest versión 3.4.2 [125]. La topología, las longitudes de rama y los pa-

rámetros de tasa del árbol fueron optimizados por PhyML al iniciar el análisis utilizando 

los algoritmos NNI (del inglés Nearest Neighbor Interchange) y SPR (del inglés Subtree 

Pruning and Regrafting). Además, la proporción de sitios invariables y la forma de la dis-

tribución gamma con cuatro categorías fueron estimados por PhyML. Finalmente, el árbol 

filogenético fue editado en iTOL versión 4 [126].

9 http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/index.php  
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 5.1.3 Modelado estructural in silico y análisis de las características físico-quí-

micas de las variantes de β-defensinas

Las secuencias de aminoácidos de las crocBDs identificadas y otras previamente 

descritas en la literatura [13] fueron alineadas con AliView y la región que comprende el 

marco de cisteínas (incluyendo un residuo extra en el N- y C-terminal) fue extraída para 

cada una de ellas. La carga neta de las regiones fue entonces predicha con el paquete 

Peptides versión 2.4.2 [127] en R versión 4.1.1 [128] y RStudio versión 1.4.1103 [129], 

utilizando la escala de Bjellqvist  [130] y considerando pH 7.0. El índice de hidrofobici-

dad, definido como la suma de los valores de hidrofobicidad de los aminoácidos indivi -

duales dividida por el número de residuos en la secuencia, se calculó utilizando la escala 

de Kyte-Doolittle [131], implementada en el mismo paquete.

El análisis de agrupamientos también fue también realizado en R utilizando el algo-

ritmo PAM (del inglés Partitioning Around Medoids) implementado en el paquete fpc ver-

sión 2.2-8. El número de particiones (k) se estimó utilizando los métodos de la brecha 

(gap) y de la silueta. También se empleó el paquete NbClust versión 3 [132], que propor-

ciona 30 índices diferentes para determinar k.

Los modelos tridimensionales de las crocBDs seleccionadas para su síntesis química 

fueron generados usando el servidor I-TASSER1 [133], especificando los puentes disulfu-

ro de acuerdo a las conectividades encontradas en las -defensinas de otros vertebrados:β  

Cys1-Cys5, Cys2-Cys4 y Cys3-Cys6 [58,59]. Posteriormente, las estructuras fueron minimi-

zadas utilizando el programa GROMACS versión 2018.1 [134] con el campo de fuerza 

amber99sb-ildn. Los modelos se visualizaron utilizando el programa UCSF Chimera ver-

sión 1.14 [135] y posteriormente fueron alineados utilizando como referencia la -defenβ -

sina 3 humana (HBD3, No. acceso en PDB: 1KJ6). La superficie de los modelos fue colo-

reada en Chimera basada en los valores del potencial electrostático (superficie coulómbi-

ca) y de hidrofobicidad de los residuos expuestos al solvente (superficie hidrofóbica). En 

este último caso fue usada nuevamente la escala de Kyte-Doolittle [131].
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Adicionalmente, las estructuras fueron artificialmente divididas en dos mitades a tra-

vés de su eje longitudinal. Este plano divisorio se construyó en Chimera utilizando el 

punto central de cada molécula, el cual fue  estimado utilizando todos los residuos de 

aminoácidos. La carga neta de cada mitad fue entonces calculada mediante el programa 

GROMACS, mientras que el índice de hidrofobicidad se determinó sumando los valores 

de los residuos individuales según la escala de Kyte-Doolittle [131]. 

 5.1.4 Análisis filogenético de las secuencias tipo catelicidinas

El análisis filogenético de las crocCATHs se realizó utilizando el programa RaxML 

versión 8.2.12 [136], el cual utiliza el criterio de máxima verosimilitud. Secuencias de ca-

telicidinas provenientes de varias especies reptiles, aves, mamíferos que contenían las re-

giones del péptido señal, pro-pieza y péptido maduro fueron incluidas en el análisis. Las 

secuencias  de  anfibios  Ol-CATH2  de  Odorrana  livida (No.  acceso  en Genbank: 

AXR75914) y Bg-CATH de Bufo gargarizans (No. acceso en Genbank: ANV28414) fue-

ron utilizadas como grupo externo para enraizar el árbol. Se adoptó el modelo VT+G4 

como mejor modelo de sustitución de aminoácidos, según los criterios de información 

de Aikaike y Bayesiano implementados en el programa ModelTest-NG versión 0.1.6 [137]. 

El análisis rápido con 1,000 repeticiones de bootstrap y la determinación del árbol de 

máxima verosimilitud de mayor puntuación se realizó en una misma corrida en RaxML. Fi-

nalmente, el árbol filogenético resultante fue visualizado y editado usando los paquetes 

treeio [138] y ggtree [139] en R.

 5.1.5 Predicción de las características físico-químicas y estructurales de las 

catelicidinas de cocodrilianos

Varias propiedades físico-químicas como la longitud, carga neta e índice de hidro-

fobicidad de las catelicidinas sintéticas fueron predichas con el paquete Peptides versión 

2.4.2 [127] en RStudio versión 1.4.1103 [129]. En el caso de la carga neta, fue utilizada 

la escala de Bjellqvist  [130], suponiendo pH 7.0, mientras que el índice de hidrofobici-

dad fue calculado utilizando la escala de Kyte-Doolittle [131]. Por otro lado, el momento 

hidrofóbico medio fue estimado con el paquete modlAMP versión 4.3.0 [140] en Python 
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versión 3.9.6, empleando un ángulo de 100° (recomendado para estructuras tipo -héliα -

ces [141]). Adicionalmente, representaciones en rueda de la distribución de los residuos 

hidrofóbicos y cargados de las catelicidinas fueron también generadas utilizando dicho 

paquete.

Modelos tridimensionales de las crocCATHs fueron obtenidos usando una una ver-

sión ligeramente simplificada del algoritmo AlphaFold versión 2.0 [142], la cual fue im-

plementada en Google colab10 [143] y es de acceso gratuito. Las estructuras fueron final-

mente visualizadas en el programa Chimera X versión 1.2.5 [144].

 5.2 Péptidos y reactivos generales

 5.2.1 Síntesis y purificación de HDPs 

Las secuencias de aminoácidos de las crocBDs y crocCATHs utilizadas en esta tesis 

se muestran en la Tabla 1 y Tabla 4 de la sección de Resultados.

La variante Cp13QK de crocBD fue sintetizada químicamente por la compañía Chi-

naPeptides (China), mientras que Am2HR, Am11RR, Am17RV, Am23SK se obtuvieron de 

Genscript (EEUU). Los péptidos crudos fueron purificados mediante cromatografía líqui-

da de alta eficiencia de fase reversa (RP-HPLC, del inglés Reversed-Phase-High Performan-

ce  Liquid  Chromatography)  utilizando  una  columna  semipreparativa  Discovery®  BIO 

Wide Pore C18 (Supelco, Millipore Sigma, EE.UU.). Las fracciones que contenían las ma-

sas moleculares esperadas de los péptidos reducidos, determinadas por el análisis de es-

pectrometría de masas por ionización de electrospray (ESI-MS, del inglés Electrospray Io-

nization Mass Spectrometry) (Finnigan LCQFleet, Thermo Scientific, EE.UU.) fueron liofili-

zadas y conservadas a -20 ºC.

La variante recombinante de la HBD3, el cual que contiene un residuo de metionina 

adicional  en  el  N-terminal  (MGIINTLQKYCRVRGGRCAVLSCLPKEEQIGKCSTRGRKRKK), 

fue producida en E. coli (BL-21) y purificada según lo descrito anteriormente [145].

10 https://colab.research.google.com/github/deepmind/alphafold/blob/main/notebooks/AlphaFold.ipynb  
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El péptido sintético 1018 (VRLIVAVRIWRR-NH2) utilizado como control en los expe-

rimentos de inmunomodulación [146], así como la catelicidina humana LL-17 (LLGDFFR-

KSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES) fueron obtenidos comercialmente de CPC Scienti-

fic Inc. (EE.UU.) con una pureza superior al 95 %.

Por otra parte, las cuatro catelicidinas de cocodrilianos fueron sintetizadas química-

mente por Genscript (EE.UU.) con una pureza superior al 95 %.

Para su caracterización funcional, todos los péptidos purificados fueron resuspendi-

dos en agua destilada libre de endotoxinas (Baxter, EE.UU.). Sus concentraciones fueron 

entonces estimadas por absorbancia a 280 nm en un espectrofotómetro tipo Nanodrop 

ND-1000 (Thermo Fisher Scientific , EE.UU.) usando los coeficientes de extinción teóri-

cos de cada molécula. Dichos coeficientes fueron estimados usando la herramienta Prot-

Param11 del servidor ExPASy [147]. En el caso de LL-37, dado que no contiene residuos 

que absorben a 280 nm, su concentración fue estimada por peso, suponiendo que el lio-

filizado contiene aproximadamente un 70 % de masa peptídica.

 5.2.2 Plegamiento in vitro de las variantes sintéticas de β-defensinas

Para la formación de los puentes disulfuro de las variantes de -defensinas sintetizaβ -

das, los péptidos purificados y en estado reducido fueron plegados siguiendo la metodo-

logía descrita en Boniotto et al. [148]. Brevemente, el plegamiento oxidativo se realizó en 

presencia  de  cloruro  de  guanidinio  1  M,  acetato  de  amonio  0.1  M y  EDTA 2  mM 

(pH 7.5). El par redox cistina-cisteína (proporción 0.1:1 mM) se preparó inmediatamente 

antes de su uso y la mezcla se saturó con N2 antes de añadir el péptido a una concentra-

ción final de 10 μM (relación final péptido:cistina:cisteína = 1:10:100). La reacción proce-

dió a 4ºC durante 96 horas, momento en el que el pH se redujo a 2 con la adición de 

HCl 6 N. A continuación, los péptidos oxidados fueron desalados y purificados mediante 

RP-HPLC analítica usando una columna Discovery C18 (Supelco, EE.UU.) con un gradien-

te lineal de acetonitrilo 10-40 % en ácido trifluoroacético 0.1 % durante 90 minutos (flujo 

de 1 mL/min), con detección a 230 nm. Los picos principales fueron luego colectados y 

11 https://web.expasy.org/protparam/  

30

https://web.expasy.org/protparam/


las masas moleculares confirmadas por ESI-MS. Sólo se seleccionaron para su posterior 

análisis aquellos picos con masas moleculares correspondientes a lo esperado para pépti-

dos en estado oxidado.

 5.2.3 Reactivos generales

Todos los reactivos utilizados en este trabajo, a no ser que se especifique lo contra-

rio, fueron adquiridos de las casas comerciales Thermo Fisher Scientific (EE.UU), VWR 

(Canadá) o Millipore Sigma (EE.UU).

 5.3 Determinación de la estructura secundaria de las catelicidinas sinté-
ticas mediante dicroísmo circular

Todas las muestras fueron preparadas en solución amortiguadora de fosfato de so-

dio 25 mM (pH 7.4) a una concentración final de 100 μM de péptido. Adicionalmente a 

las lecturas en esta solución, los espectros de las crocCATH fueron obtenidos en presen-

cia de micelas de dodecil-sulfato (SDS) 10 mM o de dodecil-fosfocolina (DPC) 7.5 mM, 

preparadas en también en fosfato de sodio.

Los experimentos de dicroísmo circular (DC) en solución se llevaron a cabo utilizan-

do un espectropolarímetro JASCO J-815 (Jasco, Canadá) a temperatura ambiente, como 

se ha descrito anteriormente  [149]. Brevemente, los espectros fueron obtenidos en un 

rango de longitudes de onda de 190-250 nm, utilizando un modo de barrido continuo 

con una respuesta de 1 segundo, con pasos de 0.5 nm, un ancho de banda de 1.5 nm y 

una velocidad de barrido de 50 nm/min. Para cada péptido, tres lecturas fueron utiliza-

das para mejorar la relación señal-ruido y los espectros fueron corregidos restando el fon-

do de la muestra. Las lecturas fueron realizadas en una celda de 0.1 cm de longitud con 

200 μL de volumen. Las celdas se enjuagaron con 600 μL de solución amortiguadora y 

100 μL de la muestra antes de cada ejecución.
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Finalmente, los datos fueron analizados como valores de elipticidad residual media 

y graficados en R. Adicionalmente, el por ciento de -hélice en cada condición fue calα -

culado utilizando el servidor online K2D312 [150].

 5.4 Cepas bacterianas, líneas celulares y condiciones de cultivo

 5.4.1 Medios de cultivo bacterianos

Los medios de cultivo bacteriano LB (Luria-Bertani), BHI (del inglés Brain Heart Infu-

sion), TSB (del inglés Tryptic Soy Broth), THB (del inglés Todd Hewitt Broth) y MHB (del in-

glés Mueller Hinton Broth), así como los anticuerpos para los ensayos tipo ELISA (del in-

glés Enzyme-linked Immunosorbent Assay) fueron obtenidos de Thermo Fisher Scientific, 

EE.UU.

 5.4.2 Medios de cultivo de células superiores

A no ser que se indique lo contrario, los suplementos y medios de cultivo de célu-

las superiores, así como los utilizados en el modelo de piel humana fueron adquiridos de 

Millipore Sigma (EE.UU).

 5.4.3 Cepas bacterianas

En este trabajo fueron utilizadas las cepas bacterianas: S. enterica serovar Typhimu-

rium  ATCC13 14028  (en  adelante  S.  Typhimurium),  S.  aureus SAP001714,  S.  aureus 

USA300 LAC [151], P. aeruginosa PAO1 H103 [152], Proteus vulgaris15, E. faecium #1-1 

(recursos  BEI16,  NR-31903),  A.  baumannii Ab5075  [153],  E.  cloacae 218R1  [154] y 

K. pneumoniae KPLN49 [155].

12 http://cbdm-01.zdv.uni-mainz.de/~andrade/k2d3/  
13 https://www.atcc.org/  
14 Aislado clínico resistente a la Meticilina, donado por el Dr. T. Chow del Vancouver General Hospital, Canadá.
15 Obtenida de la colección de cepas bacterianas del laboratorio del Dr. Robert Hancock, University of British 

Columbia, Canadá.
16 BEI Resources, National Institute of Allergy and Infectious Diseases (NIAID), National Institutes of Health (NIH), 

EE.UU. https://www.beiresources.org/Home.aspx
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Para su utilización, las bacterias fueron sembradas en placas LB o BHI (en el caso 

de E. faecium) a partir de gliceroles congelados. Al día siguiente, precultivos bacterianos 

fueron preparados a partir de colonias individuales en medio LB o BHI y crecidos a 37 °C 

durante toda la noche con agitación a 250 rpm.

 5.4.4 Líneas celulares y PBMCs humanos

Células HBE

Las células inmortalizadas humanas de epitelio bronquial (HBE, del inglés  Human 

Bronchial Epithelial Cells) (16HBE14o-)  [156] fueron utilizadas para los experimentos de 

citotoxicidad e inmunomodulación in vitro. Esta línea celular fue obtenida del Dr. Dieter 

Gruenert (University of California San Francisco, EE.UU.). Las células fueron cultivadas a 

37 °C con atmósfera de CO2 5 %, en medio esencial mínimo (MEM, del inglés Minimum 

essential medium) suplementado con suero fetal bovino 10 % (v/v) (FBS, del inglés Fetal 

Bovine Serum) y L-glutamina (L-Gln) 2 mM. Las células HBE se pasaron a un nuevo frasco 

al alcanzar un 80-90 % de confluencia. 

Células N/TERT

Las células de queratinocitos N/TERT utilizadas en los modelos de piel fueron pro-

porcionadas por el Dr. Peter Nibbering (Leiden University Medical Center, Países Bajos). 

Estas fueron cultivadas en medio Keratinocyte-SFM suplementado con extracto de glándu-

las pituitarias bovinas 25 μg/mL, factor de crecimiento epidérmico humano recombinante 

0.2  ng/mL y  CaCl2 0.3  mM. Las  células  se  mantuvieron  a  37 °C  con  atmósfera  de 

CO2 7.3 %.

PBMCs humanas

Células mononucleares de sangre periférica (PBMCs, por sus siglas en inglés) fue-

ron aisladas de la sangre de voluntarios sanos, de ambos sexos, bajo su consentimiento 

siguiendo los protocolos de éticas de la University of British Columbia, Canadá. La sangre 

fue recogida en tubos con heparina sódica (BD Biosciences, EE.UU.), diluída en igual vo-
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lumen de solución salina amortiguada con fosfatos (PBS, del inglés  phosphate-buffered 

saline) pH 7.0 y colocada gentilmente sobre el medio Lymphoprep (STEMCELL Technolo-

gies Inc., Canadá). Los tubos se centrifugaron a 500 × g durante 20 minutos en una∼  

centrífuga Allegra 6 (Beckman-Coulter, Canadá). Seguidamente, el anillo celular fue co-

lectado y las PBMCs se lavaron tres veces con PBS y se resuspendieron en medio RPMI 

(del inglés Roswell Park Memorial Institute) suplementado con FBS 10 % (v/v).

 5.5 Ensayos de actividad antibacteriana y antibiopelícula

 5.5.1 Actividad antimicrobiana de las variantes sintéticas de β-defensinas

La actividad antimicrobiana de las isoformas de crocBD fue determinada contra las 

cepas de S. aureus SAP0017 y S. Typhimurium mediante el método de microdilución en 

cultivo [157] siguiendo las recomendaciones del CLSI (del inglés Clinical Laboratory and 

Standards Institute). Adicionalmente, la variante Am23SK y la defensina humana HBD3 

también fueron examinadas contra E. cloacae y A. baumannii. Los ensayos se realizaron 

empleando los medios TSB 5 % (v/v) en solución amortiguadora de fosfatos de sodio 

10 mM, pH 7.4 (en adelante TSB 5 %), el cual fue suplementado con 0.1 % de glucosa 

(p/v) para el caso de S. aureus. Los antibióticos Tobramicina y Polymixina B fueron utiliza-

dos como comparación.

Las diluciones seriadas de las crocBDs/antibióticos fueron realizadas en agua desti-

lada estéril (empezando con una concentración 10 veces la concentración final deseada), 

usando placas estériles de poli-propileno de 96 pocillos. Diez microlitros de cada dilu-

ción fueron entonces añadidos a los pocillos de tratamiento, mientras que los controles 

de esterilidad y los de crecimiento recibieron 10 μL de agua. A continuación, 90 μL de la 

suspensión bacteriana fueron añadidos a los pocillos de tratamiento y a los controles de 

crecimiento, mientras que los controles de esterilidad recibieron 90 μL de medio de culti-

vo estéril. El inóculo final empleado en el ensayo fue de ~5 × 105 UFC/mL (UFC, unida-

des formadoras de colonias). Las placas se incubaron a 37 ºC durante 24 horas.
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Las concentraciones mínimas inhibitorias (MIC, del inglés Minimum Inhibitory Con-

centration) fueron determinadas mediante inspección visual. La MIC para cada péptido/

antibiótico se definió como la menor concentración de tratamiento donde no se apreció 

crecimiento bacteriano visible [157] y los valores indicados son la moda estadística de al 

menos tres experimentos independientes.

La densidad óptica a 600 nm (DO600) de las placas también fue registrada a las 

24 horas usando un lector de microplacas Epoch (BioTek Instruments Inc, EE.UU.). Los da-

tos de tres experimentos independientes se analizaron como porcentaje de crecimiento 

bacteriano utilizando la siguiente fórmula:

% crecimiento=(
PT

DO 600−CE
DO600

CC
DO600−CE

DO600

)× 100

Ecuación 1: Análisis de los datos de actividad antimicrobiana como por ciento de crecimiento 
bacteriano en solución (DO600). PT representa la absorbancia de los pocillos tratados con pépti-
dos, mientras que CE y CC representan la media de la absorbancia de los pocillos del control de 
esterilidad y del control de crecimiento de cada placa, respectivamente.

La capacidad bactericida de las crocBDs/antibióticos se determinó mediante un en-

sayo de gota. Luego de cuantificada la DO600, gotas de 10 μL de los sobrenadantes bac-

terianos fueron aplicados en forma de gotas en placas LB, las cuales fueron incubadas 

durante la toda la noche a 37 ºC. Los valores individuales de cada péptido fueron repor-

tados como la menor concentración a la que no se recuperaron colonias individuales a 

partir del sobrenadante y la moda estadística de al menos tres experimentos independien-

tes fue reportada.

 5.5.2 Actividad antibiopelícula de las variantes sintéticas de β-defensinas

La capacidad inhibitoria de las crocBDs contra las biopelículas bacterianas fue eva-

luada usando un ensayo de tinción con VC [158]. Luego del ensayo antimicrobiano, los 

sobrenadantes bacterianos fueron desechados y las placas se lavaron tres veces con agua 

destilada.  Después que las placas fueron secadas por inversión en toallas de papel, la 
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biomasa bacteriana adherida fue teñida con VC 0.1 % (v/v) durante 30 minutos a tempe-

ratura ambiente. Las placas fueron enjuagadas nuevamente con agua destilada y secadas 

por inversión en toallas de papel. Finalmente, el colorante adherido a la placa fue libera-

do con etanol 70 % y las placas fueron incubadas por 30 minutos a temperatura ambien-

te. La DO595 fue entonces registrada en un lector de microplacas Epoch (BioTek Instrumen-

ts Inc, EE.UU.).

Los datos de al menos tres experimentos independientes fueron analizados como 

por ciento de masa de biopelícula bacteriana en relación con el CC utilizando la Ecua-

ción 1 descrita en la sección anterior, sustituyendo las lecturas de DO600 por las DO595 

correspondientes.

 5.5.3 Actividad antimicrobiana y antibiopelícula de las catelicidinas sintéticas

La actividad antimicrobiana de las crocCATHs fue evaluada según lo descrito en la 

Sección  5.5.1  pero utilizando el medio MHB para todas las cepas bacterianas. Los anti -

bióticos Polimixina B y Vancomicina fueron incluídos como comparación.

Por otra parte, los ensayos de inhibición de la formación de biopelículas bacteria-

nas fueron realizados según lo descrito en Haney et al. [158]. En el caso de E. cloacae, 

E. coli, P. aeruginosa y S. Typhimurium, los ensayos fueron realizados empleando el me-

dio mínimo BM2 (fosfato de potasio 62 mM, sulfato de amonio 7 mM, sulfato de magne-

sio 0.5 mM, pH 7.0), el cual fue suplementado con glucosa 0.4 % (p/v). En cambio, la 

actividad antibiopelícula  contra  A.  baumannii y  S.  aureus SAP0017 fue  evaluada  en 

TSB 10 % (v/v) suplementado con glucosa 0.1 % (p/v), mientras que para P. vulgaris se 

utilizó el medio THB 10 % (v/v). Los datos de al menos tres experimentos independientes 

fueron analizados como por ciento de masa de biopelícula bacteriana en relación con el 

control de crecimiento, utilizando la Ecuación 1 descrita anteriormente (Sección  5.5.1 ) 

y sustituyendo las lecturas de DO600 por las DO595 correspondientes.

También fue calculada las concentración mínima inhibitoria de biopelícula (MBIC, 

del inglés  Minimum Bio lm Inhibitory Concentrationfi ) para cada  catelicidina, la cual fue 
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definida como la concentración de péptido capaz de inhibir la formación de una canti-

dad específica de biopelícula comparado con el control de crecimiento (considerado 

como el 100 %) [158]. En este caso, la MBIC95 (concentración que inhibe la formación 

del 95 % de biopelícula bacteriana) fue estimada a partir de la media del por ciento de 

inhibición de al menos tres experimentos independientes. 

 5.6 Actividad citotóxica e inmunomoduladora de β-defensinas y catelici-
dinas

Los experimentos de citotoxicidad e inmunomodulación se realizaron como se ha 

descrito previamente [146], con algunas modificaciones e incluyendo al péptido inmuno-

modulador 1018 como control. 

 5.6.1 Tratamiento de células HBE y PBMC

Células HBE

Brevemente, las células epiteliales fueron sembradas en placas de poliestireno de 

96 pocillos (Costar, EE.UU.) a una densidad de 5 × 104 células/pocillo, en 200 μL de 

MEM suplementado con FBS 10 % y L-Gln 2 mM. A la mañana siguiente, este medio fue 

cambiado por nuevo MEM suplementado con FBS 1 % y L-Gln, y las placas fueron incuba-

das durante 1 hora. Posteriormente, las placas se trataron con agua destilada, estéril y li -

bre de endotoxinas como control negativo, o con diferentes concentraciones de péptidos 

en medio de cultivo con o sin ácido poli-inosínico-poli-cidílico 100 ng/mL (poli(I:C), Invi-

voGen, EE.UU.). Por tanto, el tratamiento y la estimulación de las células HBE se realiza-

ron simultáneamente, por un período de 24 horas. A continuación, las placas se centrifu-

garon a ~400 × g en una centrífuga Allegra 6 (Beckman-Coulter, Canadá), y los sobrena -

dantes celulares se colectaron inmediatamente para los ensayos de citotoxicidad. El resto 

de los sobrenadantes se conservaron a -20 ºC hasta su uso en los ensayos tipo ELISA.
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PBMCs humanas

Cincuenta microlitros de las PBMCs resuspendidas fueron añadidos a placas Costar 

de 96 pocillos de fondo plano para cultivo de tejidos (Corning Inc., EE.UU.), a una den-

sidad final de 1 × 106 células/pocillo. Las células se dejaron reposar durante 1 hora y lue-

go se trataron con varias concentraciones de las catelicidinas o con agua destilada, esté-

ril y libre de endotoxinas como control negativo. El volumen final en cada pocillo fue de 

100 μL. Las células fueron después incubadas por 24 horas a 37 °C y una atmósfera de 

CO2 5 %. A continuación, las placas se centrifugaron a ~400 × g en una centrífuga Alle-

gra 6 (Beckman-Coulter, Canadá) y los sobrenadantes celulares se colectaron inmediata-

mente para los ensayos de citotoxicidad.

 5.6.2 Ensayos de liberación de LDH

La citotoxicidad inducida por los péptidos fue evaluada midiendo la actividad de la 

lactato deshidrogenasa (LDH) liberada del citosol de las células dañadas utilizando el kit  

de detección de citotoxicidad (MilliporeSigma, Canadá) y según las recomendaciones 

del fabricante. Los sobrenadantes celulares recién colectados de las HBE y PBMCs no es-

timuladas fueron combinados en proporción 1:1 (v/v) con la mezcla de reacción incluida 

en el kit. La reacción se desarrolló durante 20-30 minutos en la oscuridad y la DO490 fue 

registrada  en  un  espectrofotómetro  de  microplacas  Epoch  (BioTek  Instruments  Inc, 

EE.UU.). Los sobrenadantes de las células tratadas con agua sirvieron como control nega-

tivo (0 % de toxicidad), mientras que las tratadas con el detergente Tritón X-100 (2 %) 

(v/v) sirvieron como control positivo (100 % de toxicidad). Los resultados de al menos 

tres réplicas biológicas fueron analizados como porcentaje de citotoxicidad utilizando la 

siguiente fórmula:

%citotoxicidad=(
PTDO490−CNDO490

CPDO490−CNDO490

)×100

Ecuación 2: Análisis de los datos de actividad citotóxica como por ciento de citotoxicidad celular 
(DO490 nm). PT representa la media de la absorbancia de los pocillos tratados con péptidos,  
mientras que CN y CP representan la media de la absorbancia de los pocillos del control negati -
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vo (agua destilada, estéril, libre de endotoxinas) y del control positivo (Tritón X-100), respectiva-
mente.

 5.6.3 Cuantificación de la producción de citocinas

Los ensayos tipo ELISA para la cuantificación de los niveles de interleucinas en el 

sobrenadante de las HBE fueron realizados siguiendo las instrucciones de los fabricantes. 

Estos ensayos se utilizaron para cuantificar los niveles de IL-6 e IL-8 de las células HBE no 

estimuladas y estimuladas con poli(I:C). Los ELISAs se realizaron al menos en triplicado a 

partir de diferentes réplicas biológicas.

 5.7 Modelo de piel humana

Los modelos de piel epidérmica N/TERT fueron establecidos según lo descrito por 

Wu et al. [159]. Brevemente, los modelos fueron cultivados en placas de 12 pozos con in-

sertos de cultivo celular ThinCert™ (Greiner Bio-One, Thermo Fisher Scientific, USA). Cé-

lulas de queratinocitos N/TERT fueron sembradas a una densidad de 3 × 105 células/in-

serto en medio completo DermaLife K Keratinocyte suplementado con LifeFactors (Lifeline 

Cell Technology, Canada). Después de que las células alcanzaron una monocapa con-

fluente (3-4 días), los medios de cultivo por encima y por debajo del inserto fueron cam-

biados a DMEM/Ham's F-12/CnT-Prime 3D Barrier Media (CELLnTEC Advanced Cell Sys-

tems AG, Suiza),  suplementado con hidrocortisona (0.1 μg/mL),  isoproterenol  (0.125 

μg/mL), insulina bovina (0.25 μg/mL), ácido selenioso (26.5 pM), L-serina (5 mM), L-car-

nitina (5 μM), albúmina de suero bovino (1.6 mg/mL), ácido palmítico (25 μM), ácido li -

noleico (15 μM) y ácido araquidónico (7 μM). Tras una noche de cultivo, la cara apical de 

la piel fue expuesta al aire para permitir la estratificación de la epidermis y la concentra-

ción de ácido linoleico fue incrementada hasta 30 μM. Los modelos de piel se cultivaron 

en la interfaz aire-líquido durante 10 días a 37 °C con CO2 7.3 % antes de ser utilizados 

en los experimentos.

Para investigar la capacidad antibiopelícula de las crocCATHs, 5 μL de un cultivo en 

fase exponencial de S. aureus SAP0017 (~1 × 106 UFC) fueron aplicados en el centro de 
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la piel N/TER. Luego de 24 horas de incubación, la biopelícula cutánea fue tratada con 

30 μL de cada péptido (200 μg, ~0.7 % p/v), o agua destilada, estéril, libre de endotoxi -

nas como control. El tratamiento tuvo una duración de 24 horas (Figura 6). Finalmente, 

las muestras de piel fueron extirpadas de los insertos de cultivo, sonicadas durante 5 mi-

nutos en PBS estéril y agitadas en vórtex por 30 segundos. Los conteos bacterianos en 

los fragmentos de piel fueron determinados por dilución seriada. El límite de detección 

del ensayo fue de 10 UFC/piel.

Figura 6: Esquema de la formación y tratamiento de biopelículas de S. aureus con péptidos cate-
licidina en un modelo de piel humana.

 5.8 Modelo murino de infección de abscesos subcutáneos

 5.8.1 Aprobación del estudio y animales

Los experimentos con animales fueron realizados de acuerdo con las directrices del 

CCAC (del inglés Canadian Council on Animal Care) tras la aprobación del Comité para 

el Cuidado de los Animales de la University of British Columbia (A14-0253).

Los animales utilizados en este estudio fueron ratones CD-1 hembras adquiridos de 

Charles River Laboratories, Inc. (EE.UU.), los cuales se encontraban entre 5 y 7 semanas 

de nacido y presentaban un peso de 25 ± 5 g al inicio y al final del experimento. Los ra -

tones fueron agrupados en cohortes de 4-5 compañeros de camada, los cuales se asigna-

ron aleatoriamente a los grupos experimentales.
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 5.8.2 Formación de los abscesos bacterianos y tratamiento con péptidos

La actividad in vivo de As-CATH8 fue examinada en un modelo subcutáneo de infec-

ción de abscesos  [160], utilizando a la catelicidina humana LL-37 como comparación. 

Brevemente, las cepas bacterianas S. aureus USA300 LAC y A. baumannii Ab5075 fue-

ron sub-cultivadas en LB hasta alcanzar una DO600 = 2.0. Las células se lavaron dos veces 

y fueron resuspendidas en PBS estéril hasta alcanzar la DO inicial. 

Cincuenta microlitros del cultivo bacteriano fueron inyectados por vía subcutánea 

en el dorso izquierdo de los ratones, a una densidad de inoculo de ~5-15 × 107 UFC. 

Una hora después, la zona del absceso fue tratada con agua destilada, estéril, libre de 

endotoxinas o 15 mg/kg de As-CATH8 y LL-37. Los abscesos se formaron entonces duran-

te 72 horas. Durante este tiempo los animales fueron observados y su clasificación clínica 

diaria fue registrada. 

Figura 7: Esquema de la formación y tratamiento de abscesos bacterianos de S. aureus y A. bau-

mannii con péptidos catelicidinas en un modelo murino.

En el punto final del experimento, los ratones fueron sacrificados mediante exposi-

ción a CO2, seguido de dislocación cervical. El área de dermonecrosis fue entonces me-

dida utilizando un calibrador y los abscesos fueron extraídos y colocados en 1 mL de PBS 

estéril. Los tejidos fueron homogeneizados en LB utilizando un Mini-Beadbeater (BioSpec 

Products, EE.UU) y el conteo bacteriano determinado por dilución seriada (Figura 7). El 

límite de detección del ensayo fue de 100 UFC/absceso.

Los resultados fueron colectados a partir de al menos tres experimentos indepen-

dientes con 2-4 réplicas biológicas en cada experimento para cada especie bacteriana.
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 5.9 Análisis estadístico

El procesamiento estadístico se realizó utilizando los paquetes DescTools versión 

0.99.41 y rstatix versión 0.7.0 [161] en RStudio [129]. 

La normalidad de los datos fue evaluada por métodos visuales (gráficos Q-Q y de 

densidad) y utilizando la prueba estadística de Shapiro-Wilk. A su vez, la homogeneidad 

de varianza fue comprobada mediante el gráfico de residuales y usando las pruebas de 

Levene y Bartlett. 

Para la comparación entre varios grupos se empleó el análisis de varianza (ANOVA) 

de una vía. En caso de resultar significativo, el ANOVA fue seguido de la prueba de 

Tukey como post hoc. Como método no paramétrico se empleó la prueba de Kruskal-Wa-

llis, seguida de la prueba de comparación múltiple de Dunn como post hoc. 

En el caso del análisis de los ensayos de supresión de citocinas en células HBE esti-

muladas con poli(I:C), donde las comparaciones se realizaron respecto al grupo control 

no tratado, el ANOVA significativo fue seguido de la prueba de Dunnett como post hoc.

En todos los casos, valores de p < 0.05 se consideraron estadísticamente significa-

tivos.
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 6 Resultados

 6.1 Identificación y caracterización funcional de β-defensinas en coco-
drilianos

 6.1.1 La organización genómica de los genes de β-defensinas se conserva en-

tre las distintas especies de cocodrilianos

En este trabajo, el repertorio de genes de -defensinas fue estudiado a partir de laβ  

información genómica disponible de cuatro especies de cocodrilianos. En general, los 

genes de -defensinas de cocodrilianos parecen agruparse en una sola región del genoβ -

ma, y el orden y orientación de dichos genes se conserva entre estas especies (Figu-

ra 8). No obstante, no fue posible reconstruir completamente esta región con todos los 

genes identificados, probablemente debido a la baja calidad de las actuales versiones de 

los genomas. Esto fue más evidente en G. gangeticus donde se observó la presencia de 

un mayor número de fragmentos genómicos (contigs).

Figura 8: Estructura genómica de las -defensinas en cocodrilianos. Los genes de crocBβ D se en-
cuentran en la misma región del genoma, y el orden y la orientación de los genes ortólogos se 
conserva entre las distintas especies. La organización genómica se dedujo a partir de los ensam-
bles genómicos ASM45574v1, ASM28112v3, CroPor_comp1 y GavGan_comp1 de A. sinensis, A. 

mississippiensis,  C. porosus y G. gangeticus, respectivamente. Los genes BD18 y BD9 (de A. si-
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nensis), así como BD2 y BD9 (de C. porosus) aparecen solapados en los genomas de estas espe-
cies. Adicionalmente, los genes que codifican las BD2, BD3, BD18 y BD19 de G. gangeticus no 
están intactos en el ensamble antes mencionado y por tanto no fueron incluidos en la figura; sin  
embargo, estos pueden recuperarse completamente a partir de otras versiones de los genomas 
de ambas especies. El tamaño de los cuadrados (genes) o la distancia entre ellos son representa -
tivos y no son proporcionales a su tamaño real en el genoma. Los asteriscos (*) denotan pseudo-
genes. Figura tomada de Santana et al. [162].

El agrupamiento de genes de -defensinas en cocodrilianos está flanqueado a amβ -

bos lados por los genes que codifican para las proteínas CTSB y TRAM2 (Figura 8), lo 

cual concuerda con lo descrito para otros grupos de vertebrados [49,50].

 6.1.2 Las secuencias de β-defensinas identificadas en cocodrilianos mostra-

ron las características típicas de esta familia de HDPs

Para la identificación de nuevas secuencias de -defensinas se siguió una metodoβ -

logía basada en la utilización de modelos ocultos de Markov, la cual ha sido empleada 

con éxito para el estudio de esta familia de HDPs en otras especies. Como resultado, 18 

nuevas secuencias de -defensinas fueron identificados en β C. porosus y  G. gangeticus, 

21 en A. mississippiensis y 3 en A. sinensis. En este último, 19 secuencias ya habían sido 

descritas previamente [13], por lo que el número total de secuencias es similar para las 

cuatro especies.

Todas las crocBDs identificadas mostraron el motivo de 6 cisteínas característico de 

esta familia, así como las tres regiones descritas previamente en los precursores de β-de-

fensinas de otras especies de vertebrados  [35,52]: el péptido señal, la pro-pieza y el 

péptido maduro (Figura 9).

El patrón consenso del motivo de cisteínas de las crocBDs fue “Xn-Cys1-X(6)-Cys2-

X(3-16)-Cys3-X(9-10)-Cys4-X(1-6)-Cys5Cys6-Xn”, el cual difiere de los descritos para el lagarto 

A. carolinensis (“Xn-Cys1-X(5-7)-Cys2-X(3-7)-Cys3-X(7-10)-Cys4-X(4-6)-Cys5Cys6-Xn”)  [18] y  el 

ave Gallus gallus (“Xn-Cys1-X(4-8)-Cys2-X(3-5)-Cys3-X(9-13)-Cys4-X(4-7)-Cys5Cys6-Xn”) [48].
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Figura 9: Alineamiento múltiple de las secuencias de -defensinasβ  de cocodrilianos. Las secuen-
cias de crocBDs identificadas y las previamente descritas en A. sinensis fueron alineadas median-
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te el algoritmo MAFFT y visualizadas en el programa Geneious Prime17. Los residuos de aminoáci-
dos aparecen coloreadas en escala de grises, de acuerdo su por ciento de identidad en cada po-
sición del alineamiento. Las cisteínas altamente conservadas aparecen marcadas con un asterisco 
y la región del núcleo en las -defensinas (más un residuo adicional a cada lado) aparece delimiβ -
tada por líneas discontinuas en color rojo. El logotipo en la parte superior del alineamiento tam-
bién fue generado en el Geneious Prime. Abreviaturas: Ami: A. mississippiensis; Asi: A. sinensis; 
Cpo: C. porosus; Gga: G. gangeticus. Figura modificada de Santana et al. [162].

Figura 10: Análisis filogenético de las -defensinas de reptiles. Este análisis mostró que las croβ -
cBDs se agrupan en diferentes clados con ortólogos de otros reptiles y aves. El árbol fue genera -
do utilizando el criterio de máxima verosimilitud implementado en el programa PhyML. A modo 
de comparación, se incluyeron otras secuencias de -defensinas de los principales linajes de repβ -

17 https://www.geneious.com  
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tiles, así como otras de aves y mamíferos. Las defensinas de anfibios CFBD1 y RpuBD1 se utiliza -
ron como grupo externo para enraizar el árbol. El análisis se realizó utilizando las secuencias  
completas de aminoácidos, incluyendo el péptido señal,  la pro-pieza y  el péptido maduro. Los 
números de las ramas indican el soporte estadístico en forma de por ciento tras 1,000 réplicas 
de bootstrap (sólo se muestran los valores iguales o superiores al 50 %). Las secuencias extraídas 
de GenBank se indican con sus números de acceso. Figura modificada de Santana et al. [162].

El análisis filogenético de las secuencias de aminoácidos de las crocBDs, así como 

de otras defensinas de tetrápodos, mostró la presencia de varios genes ortólogos entre 

los diferentes clados (Figura 10). En este sentido, se encontraron fuertes relaciones de 

ortología entre las las cuatro especies de cocodrilianos analizadas. Como se esperaba, 

las secuencias de ambos aligátores presentaron una mayor cercanía filogenética compa-

radas con las defensinas de C. porosus y G. gangeticus. 

Nuestros resultados soportan la presencia de relaciones de ortología entre defensi-

nas de cocodrilianos con defensinas de aves, evidenciando su cercanía filogenética. Cu-

riosamente, se observaron relaciones ortólogas entre los cocodrilianos con todos los li -

neajes de reptiles, excepto con serpientes. Varios genes paralógos también fueron en-

contrados en la mayoría de los clados, proporcionando evidencia de la alta variabilidad 

de los genes de -defensinas en reptiles. β

 6.1.3 Variantes recortadas de β-defensinas de cocodrilianos forman dos gru-

pos de acuerdo a su carga e índice de hidrofobicidad

Para evaluar la actividad biológica de los péptidos crocBD, nuestro análisis se cen-

tró en el motivo estructural característico que contiene el marco de cisteínas y que está 

presente en todas las  trans-defensinas  [31,32]. Adicionalmente a dicho motivo, nuestro 

análisis también incluyó un residuo adicional en los N- y C-terminales de cada secuencia 

de -defensina β (Figura 9).

La mayoría de las secuencias recortadas de crocBDs  tuvieron similares longitudes 

totales (30-34 residuos), pero otras propiedades físico-químicas como la carga y el índice 

de hidrofobicidad fueron más variables, oscilando entre -1.21 y 7.79, y entre -1.35 y 1.23, 
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según la escala de Bjellqvist y la escala de Kyte-Doolittle, respectivamente (Tabla S2). A 

menudo se supone que estas dos propiedades juegan un papel fundamental en la activi-

dad biológica de los HDPs [22]. Por tanto, la relación entre la carga y la hidrofobicidad 

fue utilizada como criterio general para guiar la selección de crocBDs para su posterior 

síntesis química. A manera de referencia, fueron incluidas en el análisis varias secuencias 

de -defensinas de otros vertebrados cβ uya actividad antimicrobiana ha sido previamente 

descrita. 

Un análisis de agrupamiento basado en los valores de hidrofobicidad y carga neta 

sugirió que las crocBDs podían organizarse en dos grupos principales (Figura 11). Cu-

riosamente, la mayoría de las secuencias de referencia fueron incluidas en el grupo con 

mayor carga neta y menor hidrofobicidad. Por lo tanto, cinco secuencias de crocBDs que 

se encontraban en dicho agrupamiento fueron seleccionadas para su síntesis química 

(Tabla 1), bajo el supuesto de que estas secuencias debían presentar propiedades físico-

químicas similares a las -defensinas de referencia, con probadβ o efecto antimicrobiano. 

Figura 11: Relación entre la carga neta y el 
índice  de  hidrofobicidad  de  las  variantes 
de -defensinas de cocodrilianos y de β otros 
vertebrados.  Cada  círculo  corresponde  a 
una secuencia individual de crocBDs (círcu-
los blancos) o a una secuencia conocida de 

-defensina  de  vertebrados  (círculos  neβ -
gros). Las secuencias de crocBDs seleccio-
nadas para su síntesis y caracterización se 
indican con nombres y círculos coloreados. 
Los valores de índice de hidrofobicidad y 
carga neta se calcularon en R utilizando la 
escala de Bjellqvist y de Kyte-Doolittle, res-
pectivamente.  El  análisis  de agrupamiento 
se realizó utilizando el algoritmo PAM con 
k = 2. Se incluyeron también en el análisis 

otras secuencias de vertebrados con actividades antimicrobianas conocidas: Anfibios: CFBD-1 de 
C. fudingensis [163] y PopuDef de R. puerensis [62]; Reptiles: TBD-1 de E. orbicularis (UniProtKB: 
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P86253), Ps-BD2 de Pelodiscus sinensis [51], AcBD15 (UniProtKB: G7ZTY2) y AcBD27 (UniProtKB: 
G7ZLA1)  de  A. carolinensis;  Aves:  AvBD1 (UniProtKB:  P46157),  AvBD2 (UniProtKB:  P46158), 
AvBD7 [164] y AvBD11 [60] de G. gallus; Mamíferos: HBD1 (UniProtKB: P60022), HBD2 (UniPro-
tKB: O15263), HBD3 (UniProtKB: P81534) y HBD4 (UniProtKB: Q8WTQ1) de Homo sapiens. Las 
secuencias de aminoácidos y así como las propiedades físico-químicas de las β-defensinas utiliza-
das se encuentran resumidas la Tabla S2 en Anexos. Figura modificada de Santana et al. [165].

Centramos nuestra atención en secuencias de A. mississippiensis debido a que esta 

especie está estrechamente relacionada con A. sinensis, y varias relaciones de ortología 

pueden observarse entre ambas especies (Figura 10). Adicionalmente, dado que el per-

fil de expresión de varios -defensinas secuencias de la β A. sinensis ha sido previamente 

investigado [13], esta información pudiera ser utilizada para inferir el posible patrón de 

expresión de las secuencias ortólogas identificadas en la otra especie de aligátor. Una se-

cuencia adicional denotada como Cp13QK fue también seleccionada ya que la región 

madura de su secuencia parental en C. porosus (CpoBD13) mostró una identidad de se-

cuencia del 100 % a nivel de aminoácidos con la secuencia ortóloga en G. gangeticus 

(GgaBD13), lo que sugiere que este motivo de secuencia pudiera tener implicaciones 

funcionales.

Por otra parte, modelos tridimensionales de las cinco variantes -defensinas de coβ -

codrilianos y la HBD3 fueron generados y los valores totales del índice de hidrofobicidad 

y la carga neta fueron estimados. También, estos modelos fueron coloreados en función 

de los valores de hidrofobicidad superficial y potencial electrostático en ambas caras de 

cada molécula (Figura  12). Este análisis reveló que todas las variantes mostraban una 

carga positiva global en ambas caras, con valores que oscilaban entre +2 y +6 (Figura 

12B). Diferentes patrones de distribución de los residuos cargados positivamente fueron 

observados, aunque sus respectivos valores de carga neta fueron similares entre las dife-

rentes caras de una misma molécula, diferenciándose sólo en +1 en la mayoría de los ca-

sos.

49



Tabla 1: Propiedades físico-químicas y alineamiento múltiple de secuencias de las variantes de 

β-defensinas de cocodrilianos y HBD3. Las cisteínas presentes en cada secuencia aparecen en 

negrita y numeradas. La secuencia de aminoácidos y los números de acceso al GenBank de las 

secuencias  parentales  (de  longitud  completa)  de  las  crocBDs  se  detallan  en  la  Tabla  S1 en 

Anexos. La secuencia de HBD3 se obtuvo de la base de datos UniProtKB/Swiss-Prot (id: P81534). 

Am: A. mississippiensis, Cp: C. porosus.

Variante Alineamiento múltiple Long. M.M. Carga I. Hid.

Am2HR ---------HC1KRNDRNC2--RHTPC3KPAERIIGWC4LSTYV-C5C6R--- 32 3820.48 4.9 -0.78

Am11RR ---------RC1R-KGLFC2---RPKC3GQKEHVIGTC4PKGLI-C5C6R--- 30 3391.17 6.8 -0.36

Am17RV ---------RC1NLLNGVC2--RHTLC3HSLEKYIGRC4HRGLRNC5C6V--- 33 3828.55 5.0 -0.22

Am23SK ---------SC1RFSGGYC2IWNWERC3RSGHFLVALC4PFRKR-C5C6K--- 34 4070.82 5.8 -0.21

Cp13QK ---------QC1RNNHGHC2---RRLC3FHGEQWIGNC4NGRHQHC5C6K--- 32 3833.32 4.1 -1.32

HBD3 GIINTLQKYYC1RVRGGRC2--AVLSC3LPKEEQIGKC4STRGRKC5C6RRKK 45 5161.2 10.7 -0.4

Long.: longitud (número de aminoácidos); M.M.: masa molecular teórica reducida en Daltons; 
Carga: carga neta de acuerdo a la escala de Kyte-Doolittle; I. Hid.: índice de hidrofobicidad de 
acuerdo a la escala de Bjellqvist. Tabla modificada de Santana et al. [165]. 

Curiosamente, el análisis de la hidrofobicidad indicó que la mayoría de las molécu-

las, al ser modeladas, mostraban un cierto grado de anfipaticidad (Figura 12C) ya que 

varias de ellas tenían un lado que mostraba valores hidrofóbicos más bajos (I. Hid. más 

negativo) y el otro con valores más altos (I. Hid. más positivo). Esta diferencia fue menos 

pronunciada en Am17RV y Cp13QK, mientras que Am2HR mostró la mayor anfipaticidad 

entre todas las variantes.

 6.1.4 La variante sintética Am23SK mostró una sola isoforma mayoritaria al 

ser plegada in vitro.

Las cinco variantes de crocBDs seleccionadas fueron comercialmente sintetizadas, 

purificadas a partir de los extractos crudos (Figura 13) y plegadas in vitro utilizando el 

par redox cisteína/cistina. Este protocolo de plegamiento ha sido utilizado con éxito ante-
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riormente para plegar varias defensinas de mamíferos, resultando frecuentemente en una 

única isoforma principal en el cromatograma de RP-HPLC [148,166].

Figura 12: Modelos estructurales y análisis de la superficie accesible al solvente de las variantes 
de β-defensinas de cocodrilianos y la HBD3. Dichos modelos fueron generados utilizando el ser-
vidor I-Tasser y minimizados con GROMACS. Estos fueron luego alineados utilizando a la HBD3 
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(PDB: 1KJ6) como referencia en el programa Chimera (los enlaces disulfuro se muestran en amari -
llo) (A). Regiones con potencial electrostático positivo (naranja) y negativo (azul claro), de acuer -
do a la ley de Coulomb, fueron también calculadas en Chimera (B). Las representaciones de la 
superficie hidrofóbica (C) fueron estimadas utilizando la escala de Kyte-Doolittle y se muestran re-
giones con altos (púrpura) y bajos valores altos de hidrofobicidad (verde). Los valores del índice 
de hidrofobicidad total (índice H) y la carga neta se estimaron para ambas caras de cada estructu-
ra. Figura modificada de Santana et al. [165].

Figura 13: Cromatogramas de la purificación por RP-HPLC de las variantes reducidas de las va-
riantes de β-defensinas de cocodrilianos.  Los picos principales fueron colectados y las masas 
peptídicas determinadas mediante ESI-MS. Aquellos que presentaron los valores de masa reduci -
da esperada se indican con un asterisco (*). El extracto crudo de Cp13QK contenía un compues-
to contaminante que co-eluyó en el pico principal y que no pudo ser separado en esta ni en nin -
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guna otra condición evaluada. El gradiente de acetonitrilo empleado se indica con líneas diago-
nales discontinuas. Figura modificada de Santana et al. [165].

Desafortunadamente, el plegamiento de las variantes de crocBDs en estas condicio-

nes dio lugar a varias isoformas en la mayoría de los casos (Figura 14), y sólo Am23SK 

mostró una isoforma predominante en el cromatograma de RP-HPLC. Dado que todas las 

isoformas de cada variante sintética presentaron aproximadamente la misma masa mole-

cular oxidada (Tabla S3 de Anexos), la presencia de múltiples picos probablemente se 

debe a diferencias en las conectividades de los puentes disulfuro. Esto sugiere que es 

necesario optimizar las condiciones de plegamiento para aislar una única isoforma es-

tructural para las demás variantes de crocBDs.

Un ensayo de proteólisis con tripsina y el posterior análisis de los fragmentos trípti-

cos de Am23SK mediante espectrometría de masas permitió confirmar la presencia del 

puente disulfuro Cys2-Cys4 (masa molecular observada de 2,862.3 Da), esperada para 

un péptido correctamente plegado (resultados no mostrados). Lamentablemente, no fue 

posible encontrar los restantes puentes disulfuro (Cys1-Cys5 y Cys3-Cys6), probablemente 

debido al pequeño tamaño de los fragmentos trípticos específicos. No obstante, nuestros 

resultados concuerdan con lo que se espera para esta familia de HDPs y con la estructura 

energéticamente más estable de Am23SK (-1,659.6 KJ/mol), como sugirió un estudio de 

dinámica molecular (resultados no mostrados). 

Adicionalmente, es importante resaltar que varios estudios previos han demostraron 

que algunas β-defensinas con puentes disulfuro no nativos mostraron una actividad anti-

microbiana similar o mejor que sus contrapartes con conformación nativa [167–169], su-

giriendo que las conectividades de los puentes disulfuro pueden no ser esenciales para 

dicha actividad. Debido a las propiedades biológicas similares de las distintas isoformas 

de -defensinas, todas las isoformas de crocBDs obtenidas fueron seleccionadas para suβ  

caracterización funcional, como se describe a continuación.
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Figura 14: Cromatogramas analíticos de la purificación por RP-HPLC de las variantes oxidadas 
de β-defensinas de cocodrilianos. Los picos principales fueron colectados y las masas peptídicas 
determinadas mediante ESI-MS. Aquellos con la masa oxidada esperada se encuentran señalados. 
Los asteriscos (*) indican fracciones con la masa esperada pero con bajo rendimiento y, por lo 
tanto, no fueron caracterizadas funcionalmente. El segundo pico (no etiquetado) en el cromato -
grama de Cp13QK no mostró la masa esperada, ya que probablemente se trata de un compuesto 
contaminante procedente de la síntesis química que no pudo separarse en la etapa inicial de pu -
rificación. Figura modificada de Santana et al. [165].

 6.1.5 Am23SK presentó una actividad antimicrobiana y antibiopelícula supe-

rior a la defensina humana HBD3 

Varios estudios han demostrado que la actividad antimicrobiana in vitro de las β-de-

fensinas se ve frecuentemente disminuida en medios de cultivo complejos [148,170]. Por 
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tanto, condiciones menos estrictas son usualmente empleadas para su caracterización fun-

cional [66,171]. En este trabajo, la actividad antimicrobiana de las isoformas de crocBDs 

fue evaluada utilizando el medio TSB 5 %, el cual se ha empleado con anterioridad para 

caracterizar la actividad de varios péptidos de -defensina sintéticos y naturales contraβ  

patógenos bacterianos [148,170,172].

La actividad antimicrobiana de las variantes de crocBDs fue ensayada contra bacte-

rias patógenas, Gram-positivas y Gram-negativas, que pueden afectar a los seres huma-

nos y a los cocodrilianos [173–176]. En este sentido, la variante Am23SK mostró una am-

plia actividad antibacteriana in vitro contra S. aureus, S. Typhimurium, A. baumannii y E. 

cloacae, con valores de MIC entre 2-16 μg/mL (Tabla 2). Además, tras 24 horas de trata-

miento, Am23SK fue capaz de inhibir más del 90 % del crecimiento bacteriano planctóni-

co (OD600)  a concentraciones superiores a 8 μg/mL para  S.  aureus,  A. baumannii y 

E. cloacae, y a 16 μg/mL para S. Typhimurium (Figura S1). De hecho, este péptido mos-

tró una actividad antimicrobiana sustancialmente mayor que la HBD3, la cual fue menos 

activa contra todas las bacterias utilizadas. Además, los valores de MIC de Am23SK fue-

ron mejores que los de la Tobramicina contra S. aureus y Polimixina B contra A. bauman-

nii (Tabla 2) en nuestras condiciones experimentales.

Tabla 2: Actividad antimicrobiana de Am23SK y HBD3. La actividad antimicrobiana fue evaluada 

contra patógenos bacterianos en medio TSB 5 %. Los antibióticos Polimixina B y Tobramicina se 

utilizaron como control. Los valores de MIC indicados (μg/mL) son la moda estadística de al me-

nos tres experimentos independientes.

Tratamiento S. aureus S. Typhimurium E. cloacae A. baumannii

Am23SK  16 16 8 2

HBD3 64 64 64 16

Polimixina B n.d. 2 1 1

Tobramicina 64 n.d. n.d. n.d.

n.d.: no determinado. Tabla modificada de Santana et al. [165].

55



Adicionalmente, Am23SK mostró un efecto bactericida  contra todas las bacterias 

probadas, similar a la Tobramicina contra S. aureus, y a la Polimixina B contra A. bauman-

nii (Figura S1). Por el contrario, la HBD3 mostró un modesto efecto de eliminación, el 

cual fue más evidente a la mayor concentración de péptido evaluada.

Figura  15: Actividad inhibitoria de  biopelícula bacteriana de AM23SK y HBD3.  La capacidad 
inhibitoria  de las defensinas fue evaluada contra bacterias Gram-negativas y Gram-positivas en 
medio TSB 5 % mediante un ensayo de tinción con VC. El antibiótico Polimixina B se utilizó como 
control frente a S. Typhimurium (ATCC 14028) (A) y E. cloacae (218R1) (B), mientras que la To-
bramicina se empleó frente a S. aureus (SAP0017) (C). Los valores se presentan como por ciento 
de masa de la biopelícula en relación al control de crecimiento (100 %). Los datos se muestran 
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como la media de al menos tres experimentos independientes, y las barras de error representan 
el error estándar de la media. Figura modificada de Santana et al. [165].

La actividad antibiopelícula de Am23SK se evaluó mediante un ensayo de inhibi-

ción basado en la tinción con VC. Lamentablemente, A. baumannii no formó biopelículas 

en las condiciones experimentales empleadas y no se pudo evaluar el efecto antibiope-

lícula de las -defensinas contra esta cepa bacteriana. Este ensayo reveló tendencias simiβ -

lares a las observadas en los experimentos antimicrobianos. Am23SK superó a HBD3, 

inhibiendo la formación de más del 95 % de biopelícula contra E. cloacae a 8 μg/mL y 

contra S. aureus y S. Typhimurium a 16 μg/mL (Figura 15). Curiosamente, a concentra-

ciones de péptidos más elevadas se observó un aumento de la masa de la biopelícula 

bacteriana de aproximadamente un 20 % (según la tinción con VC).  Es probable que 

esto sea producto de la agregación de los péptidos junto con restos de las células muer-

tas y no a un aumento en sí del número de bacterias en la biopelícula, ya que a estas 

concentraciones de péptido no se recuperaron colonias bacterianas en los ensayos bacte-

ricidas.

 6.1.6 Las isoformas de plegamiento de una misma variante de β-defensina 

mostraron similar actividad antimicrobiana y antibiopelícula

La capacidad  antimicrobiana de las restantes variantes de crocBDs fue evaluada 

contra las bacterias S. aureus y S. Typhimurium. En general, las isoformas mostraron un 

efecto antimicrobiano más débil y fueron capaces de inhibir el crecimiento planctónico, 

en  particular a concentraciones de péptidos más elevadas (Tabla  3). Por otra parte, la 

isoforma Cp13-P1 que fue inactiva bajo las condiciones probadas. Am17-P2 fue la isofor-

ma más potente de todas, con valores de MIC contra S. aureus y S. Typhimurium de 64 y 

16 μg/mL, respectivamente. Sin embargo, bajo el rango de concentraciones evaluado, 

Am17-P2 sólo mostró actividad bactericida contra S. Typhimurium (Figura S2).

Curiosamente, sólo se observaron pocas diferencias en la actividad antimicrobiana 

para la mayoría de las isoformas de la misma variante (Tabla 3 y Figura S2). Estos resul-

tados sugieren que las conectividades de los puentes disulfuro tiene una influencia mo-
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derada en la actividad antimicrobiana de algunas crocBDs. Este efecto parece ser especí -

fico para cada bacteria, siendo más notable contra S. Typhimurium.

Tabla 3: Actividad antimicrobiana de las isoformas de β-defensinas de cocodrilianos. La activi-

dad antimicrobiana fue evaluada contra los patógenos bacterianos en medio TSB 5 %. Los valores 

de MIC indicados (μg/mL) son la moda estadística de al menos tres experimentos independien-

tes.

Variante sintética Isoforma S. aureus S. Typhimurium

Am2HR Am2-P2 > 64 64

Am2-P3 > 64 64

Am11RR Am11-P1 > 64 > 64

Am11-P3 64 > 64

Am11-P4 32 64

Am11-P5 32 > 64

Am17RV Am17-P1 > 64 > 64

Am17-P2 64 16

Am17-P3 > 64 > 64

Cp13QK Cp13-P1 > 64 > 64

Cp13-P3 > 64 > 64

Tabla modificada de Santana et al. [165].

La actividad antibiopelícula de las variantes de las crocBDs mostró la misma tenden-

cia que observada en los ensayos antimicrobianos (Figura 16). En general, Am11-P4 y 

Am17-P2 fueron las isoformas más potentes contra ambas bacterias, mientras que Cp13-

P1 y Cp13-P3 sólo fueron moderadamente activas contra S. aureus. De hecho, a mayores 

concentraciones de péptidos pudiera parecer que estas isoformas promueven la forma-

ción de biopelícula por parte de  S. Typhimurium. Aunque se ha descrito previamente 

que la exposición bacteriana a concentraciones subinhibitorias de antimicrobianos puede 

estimular la formación de biopelículas [177], en este caso, un aumento de la tinción no 

implica necesariamente la proliferación bacteriana dentro de la biopelícula, ya que el VC 
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se une de forma no específica a las moléculas superficiales con carga negativa y a los po-

lisacáridos [178]. Por lo tanto, un aumento en la producción de la matriz de la biopelícu-

la, o incluso la precipitación del péptido con otros componentes en el cultivo bacteriano, 

podría dar lugar a una mayor tinción de CV sin afectar directamente el número de célu-

las.

Figura 16: Actividad inhibitoria de biopelícula bacteriana de las isoformas de β-defensinas de 
cocodrilianos. La capacidad inhibitoria de biopelícula fue evaluada contra cepas de S. aureus (A) 
y S. Typhimurium (B) en medio TSB 5 % mediante un ensayo de tinción con VC. Los valores se 
presentan como porcentaje de masa de biopelícula en relación con el control de crecimiento. Los 
datos se muestran como la media de tres experimentos independientes, y las barras de error re -
presentan el error estándar de la media. Figura modificada de Santana et al. [165].

 6.1.7 Am23SK no es citotóxica e inhibe moderadamente la expresión de me-

diadores pro-inflamatorios en células HBE

Para caracterizar mejor  las propiedades biológicas de Am23SK, se investigó su 

efecto contra las células HBE. Este es un modelo de línea celular bien establecido, el cual 

conserva la morfología y las funciones de células epiteliales diferenciadas  [179], y ha 
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sido utilizado anteriormente para examinar la citotoxicidad y las propiedades inmunomo-

duladoras de varios HDPs [146,180,181]. 

La citotoxicidad inducida por el péptido se determinó mediante el ensayo de libera-

ción de LDH, utilizando Tritón X-100 como control positivo (definido como 100 % de cito-

toxicidad). La variante Am23SK mostró una baja actividad citotóxica contra las células 

HBE (Figura 17), con valores inferiores al 5 %, incluso a la mayor concentración de pép-

tido evaluada (50 μg/mL). Esta  baja de citotoxicidad fue similar a la observada para la 

HBD3, mientras que el péptido sintético control 1018 demostró una toxicidad modesta 

pero medible dentro del rango de concentración evaluado. 

Figura 17: Actividad citotóxica de Am23SK 
y HBD3 contra células HBE. La citotoxicidad 
inducida por los péptidos se midió tras 24 
horas de tratamiento mediante el ensayo de 
liberación de LDH. Los valores se presentan 
como  por  ciento de citotoxicidad en rela-
ción con el control positivo (células tratadas 
con Tritón X-100, definido como 100 % de 
toxicidad).  Se muestra  la  media  ± desvia-
ción estándar de la media de tres réplicas 
biológicas.  El  péptido  inmunomodulador 
1018 se incluyó como control en el ensayo. 
Figura modificada de Santana et al. [165].

Adicionalmente,  estudios de microscopía no mostraron cambios evidentes en la 

morfología celular de las HBE o de PBMCs humanas tratadas con AM23SK, lo que sugie-

re que este péptido no es citotóxico para las células de mamíferos (datos no mostrados). 

El tratamiento con las crocBDs de las células HBE no estimuladas y estimuladas con 

poli(I:C), un agonista del receptor TLR-3 (del inglés Toll-like receptor), permitió evaluar su 

capacidad inmunomoduladora en función de la concentración. AmSK23 fue capaz de su-

primir parcialmente la producción de IL-6 (Figura 18B) e IL-8 (Figura 18D) en esta línea 
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celular al ser estimuladas con poli(I:C). Aunque similar a la de HBD3, la actividad supre-

sora de Am23SK fue modesta en comparación con la de 1018.

Figura 18: Actividad inmunomoduladora de Am23SK y HBD3 contra células HBE. La actividad 
supresora de las citocinas IL-6 e IL-8 de los péptidos contra las células HBE no estimuladas (A y 
C) y estimuladas con poli(I:C) (B y D) se determinó mediante ELISA tras 24 horas de tratamiento. 
En este caso, la estimulación con poli(I:C) y el tratamiento con varias concentraciones de pépti -
dos se realizaron simultáneamente. Se muestra la media ± desviación estándar de la media de 
tres réplicas biológicas. El fondo del control negativo (agua destilada) fue sustraído de los datos. 
El péptido inmunomodulador 1018 se incluyó como control. Los asteriscos denotan significancia 
estadística (p < 0.05) en comparación con poli(I:C) de acuerdo a la prueba de Dunnet. Figura 
modificada de Santana et al. [165].

No se observó una clara relación entre la concentración de péptidos y la produc-

ción de IL-6 o IL-8 en células HBE no estimuladas (Figura 18A y 18C); aunque los nive-

les de IL-8 inducidos por Am23SK fueron comparables a los de 1018.
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Trabajos precedentes han demostrado que los patrones de enlace disulfuro pueden 

tener una fuerte influencia en la actividad inmunomoduladora  [182,183], por lo que el 

resto de las isoformas de las otras variantes de crocBDs no fueron evaluadas en estos en-

sayos.

 6.2 Identificación y caracterización funcional de catelicidinas en coco-
drilianos

 6.2.1 Las secuencias de catelicidinas identificadas mostraron las característi-

cas típicas de esta familia de HDPs

El análisis de los genomas de los cocodrilianos posibilitó también la identificación 

de novedosas secuencias de catelicidinas (Figura 19, Table S4). En este caso, seis se-

cuencias fueron identificadas en A. mississippiensis, dos en A. sinensis, cuatro en C. po-

rosus y seis en G. gangeticus. Desafortunadamente, debido a la baja calidad de los geno-

mas, algunas secuencias sólo fueron identificadas de forma parcial (Table S5). La mayo-

ría de estas secuencias  carecen de un dominio N-terminal completo (en especial la re-

gión del péptido señal). No obstante, dichas secuencias sí presentaron la mayor parte del 

dominio catelina, incluyendo las cuatro cisteínas bien conservadas en esta región (Figura 

19), así como otras características propias de esta familia, por lo que fueron considera-

das nuevas catelicidinas. Así mismo, la identidad de las nuevas secuencias fue confirma-

da mediante un análisis de similitud empleando la herramienta BLAST del NCBI (resulta -

dos no mostrados).

Al compararlas con otras catelicidinas de reptiles, aves y mamíferos, un estudio filo -

genético mostró que las crocCATHs se agrupan fundamentalmente en siete clados princi-

pales (CATH1-7). Sorprendentemente, las CATH4 de A. sinensis y G. gangeticus aparecen 

agrupadas en un clado diferente junto a secuencias de serpiente y tortugas (Figura 20), 

aunque estas relaciones mostraron bajo soporte estadístico.

Nuestro análisis logró recuperar en las otras especies de cocodrilianos la mayoría 

de las secuencias ortólogas a las catelicidinas de A. sinensis previamente descritas [12]. 
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Estas relaciones de ortología fueron utilizadas para nombrar las nuevas catelicidinas iden-

tificadas, con base a su sus relaciones con las As-CATH(1-6). As-CATH1 y As-CATH2 resul-

taron las secuencias con menos cantidad de ortólogos identificados (Figura  20).  Tam-

bién fueron identificadas algunas secuencias con relaciones de ortología lejanas (ej. Am-

CATH11 y Cp-CATH10) respecto a las de A. sinensis. 

Figura  19: Alineamiento múltiple de las secuencias de catelicidinas de cocodrilianos.  Las se-
cuencias fueron alineadas mediante el algoritmo MAFFT y visualizado en el programa Geneious 
Prime18. Los residuos aminoacídicos aparecen coloreados en escala de grises de acuerdo su por 
ciento de identidad en cada posición del alineamiento. Las cisteínas altamente conservadas apa-
recen marcadas con asteriscos de color rojo. El logotipo en la parte superior del alineamiento 
también fue generado en el Geneious Prime. Fueron incluídas las catelicidinas de cocodrilianos 
previamente descritas As-CATH1-6 [12], Cs-CATH [184] y AM-36 [11] (renombrada aquí como Am-

18 https://www.geneious.com   
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CATH4). Abreviaturas: Ami: A. mississippiensis; Asi: A. sinensis; Cpo: C. porosus; Cs: C. siamen-

sis; Gga: G. gangeticus. 

Asimismo, este análisis permitió identificar un nuevo clado denominado CATH7, el 

cual está formado por secuencias de varias de las especies de cocodrilianos, indicando 

buen grado de robustez.  Notablemente, otras dos secuencias,  Am-CATH8 y As-CATH8, 

comparten una estrecha relación con este clado. De manera interesante, se observó que 

As-CATH7 y As-CATH8 se encuentran parcialmente solapadas en la misma región del ge-

noma (Table S5), compartiendo un exón que codifica para parte del dominio catelina en 

ambas secuencias (resultados no mostrados). Sin embargo, con la información actual es 

imposible confirmar esta relación y discernir las implicaciones biológicas de la misma.

Como es esperado dado su cercanía evolutiva, el clado de los cocodrilianos forma 

parte de en un súper clado que también incluye a las catelicidinas de aves, soportando 

los resultados obtenidos en este análisis filogenético. 

 6.2.2 Las catelicidinas sintéticas son moléculas cargadas positivamente, anfi-

páticas y adquieren una conformación de tipo α-hélice en presencia de micelas 

lipídicas

Para la caracterización funcional de las crocCATHs identificadas, cuatro secuencias 

fueron seleccionadas para su síntesis química. Varios estudios precedentes demostraron 

que la catelicidina As-CATH5 de  A. sinensis posee una amplia actividad  anti-infecciosa 

[12,94,95], por lo que la secuencia ortóloga Gg-CATH5 de G. gangeticus fue escogida 

ya que pudiera compartir dicha actividad biológica. Además de Gg-CATH5, fueron selec-

cionadas las secuencias As-CATH7 y Gg-CATH7 ya que ambas constituyen secuencias no-

vedosas y están incluidas en el clado 7, el cual contiene representación de 3 de las cua-

tro especies de cocodrilianos. Finalmente, también fue  elegida la secuencia As-CATH8 

de A. sinensis dada su interesante relación con As-CATH7.
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Figura 20: Análisis filogenético de las catelicidinas de reptiles. El árbol fue generado utilizando 
el criterio de máxima verosimilitud implementado en el programa RaxML. Fueron incluídas las se-
cuencias de catelicidinas identificadas en los genomas de cocodrilianos, así como otras de los 
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principales linajes de reptiles, de aves y mamíferos. Las catelicidinas de anfibios Bg-CATH y Ol-
CATH2 se utilizaron como grupo externo para enraizar el árbol. El análisis se realizó utilizando 
las secuencias completas de aminoácidos, incluyendo el péptido señal, el predominio y las regio-
nes maduras. Los números de las ramas indican el soporte estadístico en forma de por ciento tras 
1,000 réplicas de bootstrap. Los siete clados de cocodrilianos aparecen señalados en la figura y 
fueron nombrados (CATH1-7) tomando como referencia las catelicidinas de A. sinensis previamen-
te descritas. Secuencias tomadas de GenBank se muestran con sus números de acceso.

De manera general, las crocCATHs sintéticas son péptidos cortos, con moderada 

carga positiva e hidrofobicidad. Gg-CATH7 resultó la secuencia con menor carga neta 

(+3.76) según la escala de Bjellqvist, mientras que As-CATH8 mostró el mayor valor de hi-

drofobicidad total (0.06), de acuerdo a la escala de Kyte-Doolittle. Curiosamente, todas 

las crocCATHs presentaron valores más bajos de carga e hidrofobicidad comparadas con 

la catelicidina humana LL-37. 

Tabla 4: Propiedades físico-químicas de las catelicidinas de cocodrilianos sintéticas y LL-37. Se 

incluye  como  comparación  la  secuencia  de  la  catelicidina  humana  LL-37.  As:  A.  sinensis, 

Gg: G. gangeticus.

Nombre Secuencia Long. M. M. Carga I. Hid M. Hid.

As-CATH7 KRVNWRKVGRNTALGASYVLSFLG 24 2693.15 4.76 -0.15 0.25

As-CATH8 KRVNWAKVGRTALKLLPYIFG 21 2430.97 4.76 0.06 0.29

Gg-CATH5 TRRKWWKKVLNGAIKIAPYILD 22 2670.24 4.76 -0.39 0.40

Gg-CATH7 KRVNWRKVGLGASYVMSWLG 20 2307.74 3.76 -0.11 0.23

LL-37 LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES 37 4493.32 5.76 -0.72 0.56

Long.: longitud (número de aminoácidos); M.M.: masa molecular teórica en Daltons; Carga: car-
ga neta de acuerdo a la escala de Kyte-Doolittle; I. Hid.: índice de hidrofobicidad de acuerdo a la 
escala de Bjellqvist; M Hid.: momento hidrofóbico medio (μH). Valor numérico del vector que se 
muestra en la representación en rueda de la Figura 21.

Adicionalmente, las crocCATHs fueron caracterizadas estructuralmente usando he-

rramientas computacionales y DC (Figura 21). La catelicidina humana LL-37 ha sido ex-

tensamente caracterizada anteriormente por lo que no fue incluida en este análisis. 
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Figura  21: Análisis estructural de las catelicidinas sintéticas de cocodrilianos. Los modelos es-
tructurales (A) fueron generados mediante el algoritmo AlphaFold y visualizados en Chimera X. 
Por otra parte, estructuras helicoidales en rueda (B) fueron obtenidas empleado el paquete mod-
lAMP de Python. Los residuos con carga neta positiva y negativa aparecen resaltados en naranja y 
en verde, respectivamente, mientras que el resto de los aminoácidos de la secuencia se muestran 
en color negro. En el centro de la rueda aparece dibujado la orientación del momento hidrofóbi -
co medio de cada secuencia. La longitud de la flecha es proporcional al valor numérico de dicho 
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vector (Tabla 4). Los espectros de dicroísmo circular (C) de las crocCATHs (100 μM) fueron obte-
nidos en solución amortiguadora de fosfatos de sodio (25 mM, pH 7.4), en presencia de SDS (10 
mM) y DPC (7.5 mM). Los resultados se muestran como elipticidad residual media y los por cien-
tos de -hélice, calculados según K2D3, aparecen α coloreados según la condición experimental. 

Modelos estructurales sugieren que las crocCATHs presentan una conformación tipo 

-hélice (α Figura 21A), con una distribución asimétrica de los residuos cargados y los hi-

drofóbicos a ambos lados de la hélice (Figura 21B), indicando un cierto grado de anfi-

paticidad en estas moléculas. 

A su vez, el cálculo de los momentos hidrofóbicos medios, estimación numérica de 

la anfipaticidad de una estructura peptídica [141], mostró diferencias entre las crocCATHs 

en cuanto a magnitud y sentido de esta propiedad vectorial (Figura 21B y Tabla 4). En 

general, Gg-CATH5 fue la secuencia más anfipática entre todas las crocCATHs, aunque 

mostró valores inferiores a lo estimado para la catelicidina humana LL-37 (Tabla 4).

Estudios de dicroísmo sugieren que las crocCATHs sintéticas presentan una estruc-

tura secundaria mayormente desordenada en solución amortiguadora de fosfatos de so-

dio  (Figura  21C), la cual se  caracteriza por  presentar baja elipticidad por encima de 

210 nm y la presencia de bandas negativas cerca de 195 nm en el espectro de DC [185]. 

En este sentido, los por cientos iniciales de -hélice, estimados con el servidor K2D3, osα -

cilaron entre 31-45 % para tres de las cuatro catelicidinas investigadas. Sorprendentemen-

te, este programa predijo que Gg-CATH7 presenta una conformación con un alto por 

ciento de -hélice α (92 %) en solución acuosa, aunque visualmente su espectro no mostró 

grandes diferencias respecto a las otras catelicidinas. 

En contacto con micelas lipídicas (condiciones más hidrofóbicas), las crocCATHs 

adquieren una conformación mayormente helicoidal (~95 % de -hélice) (α Figura 21C), 

cuyo espectro se caracteriza por la presencia de bandas negativas alrededor de los 220 

y 210 nm, y una banda positiva aproximadamente a los 190 nm [185]. Este comporta-

miento fue similar en presencia de micelas compuestas por lípidos con carga positiva 

(DPC) o negativa (SDS), y suporta lo observado en los modelos tridimensionales.
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 6.2.3 Las catelicidinas de cocodrilianos presentan amplia actividad antimicro-

biana y antibiopelícula

Para caracterizar funcionalmente las crocCATHs, la actividad antibacteriana de los 

péptidos sintéticos fue evaluada contra varios patógenos de importancia médica, inclui-

dos aquellos del grupo ESKAPE  [3]. En este sentido, los péptidos sintéticos mostraron 

amplia actividad antimicrobiana contra bacterias patógenas Gram-positivas y Gram-negati-

vas (Tabla 5), con valores de MIC menores a 8 μM en la mayoría de los casos.

En general, As-CATH8 y Gg-CATH5 fueron los péptidos más activos entre todas las 

catelicidinas. Sorprendentemente, E. faecium resultó resistente a la acción de las catelici-

dinas sintéticas y solo Gg-CATH7 demostró actividad pero a la mayor concentración de 

péptido ensayada. Por otro lado, A. baumanni y E. cloacae resultaron las especies bacte-

rianas más susceptibles. Los valores de MIC obtenidos para estas dos catelicidinas fueron 

similares a los antibióticos Polimixina B y Vancomicina en la mayoría de los casos, excep-

to contra P. vulgaris que resultó resistente a la acción de la Polimixina B.

Tabla 5: Actividad antimicrobiana de las catelicidinas cocodrilianos. Los ensayos antimicrobianos 

se realizaron en MHB. Los valores de MIC indicados (µM) son la moda estadística de al menos 

tres experimentos independientes. Los antibióticos Polimixina B y Vancomicina se muestran como 

comparación.

Bacteria As-CATH7 As-CATH8 Gg-CATH5 Gg-CATH7 Polimixina B Vancomicina

E. cloacae 0.5 0.5 0.5 2 0.5 n.d.

S. aureus 4 0.5 1 16 n.d. 0.5

K. pneumoniae 1 0.5 0.5 4 0.5 n.d.

A. baumannii 0.25 0.25 0.5 1 0.5 n.d.

P. aeruginosa 4 1 1 8 0.5 n.d.

E. faecium > 64 > 64 > 64 64 > 64 n.d.

E. coli 2 1 4 4 0.5 n.d.

S. Typhimurium 2 1 0.5 4 1 n.d.
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P. vulgaris > 64 4 8 > 64 > 64 n.d.

n.d.: no determinado.

La actividad inhibitoria de biopelículas bacterianas fue evaluada utilizando diferen-

tes medios de cultivo (ver sección Sección  5.5.3  de Materiales y Métodos). Desafortuna-

damente, ninguno de los medios evaluados propició la formación de biopelículas de 

K. pneumoniae, P. vulgaris o E. faecium, por lo que estas especies bacterianas no fueron 

evaluadas en los ensayos de inhibición. De manera general, estos experimentos mostra-

ron tendencias similares a lo observado en los ensayos antimicrobianos en MHB. Las ca-

telicidinas As-CATH8 y Gg-CATH5 resultaron los péptidos más activos (Tabla 6), mostran-

do valores de MBIC95 en el rango de 1-4 μM excepto contra E. coli y P. aeruginosa, las 

cuales resultaron las bacterias más resistentes ante la acción de las crocCATHs.

Tabla 6: Actividad inhibitoria de biopelículas de las catelicidinas cocodrilianos. Los valores con-

centración mínima inhibitoria de biopelícula (MBIC95) de los péptidos sintéticos se determinaron 

mediante un ensayo de microdilución con tinción con VC. La MBIC95 se definió como la concen-

tración mínima de péptido capaz de inhibir al menos el 95 % de biopelículas bacterianas. Los va-

lores de MBIC95 indicados (µM ) fueron determinados a partir de la media del por ciento de inhi -

bición de al menos tres experimentos independientes.

Bacteria As-CATH7 As-CATH8 Gg-CATH5 Gg-CATH7

E. cloacae 32 4 4 16

S. aureus 4 1 1 4

A. baumannii 1 0.5 0.5 1

P. aeruginosa >64 64 32 >64 

E. coli 32 1 32 32 

S. enterica 1 1 1 4 

n.d.: no determinado.
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 6.2.4 Las catelicidinas As-CATH8 y Gg-CATH5 son moderadamente citotóxi-

cas contra células humanas

La capacidad citotóxica de las crocCATHs y la catelicidina humana LL-37 fue investi-

gada contra células HBE y PBMC humanas mediante el ensayo de liberación de LDH (Fi-

gura 22). 

Bajo estas condiciones, los péptidos As-CATH8 y Gg-CATH5 mostraron una modera-

da citotoxicidad contra ambos tipos celulares, en especial a las mayores concentraciones 

evaluadas (5 y 10 μM). No obstante, este efecto fue similar a lo observado para la cateli -

cidina humana LL-37.

Figura 22: Actividad citotóxica de las catelicidinas de cocodrilianos contra células humanas en 
cultivo. La citotoxicidad inducida por los péptidos se midió mediante el ensayo de liberación de 
LDH contra células HBE (A) y PBMC humanas (B). Los valores se presentan como porcentaje de 
citotoxicidad en relación con el control positivo (células tratadas con Tritón X-100, definido como 
100 % de toxicidad). La catelicidina humana LL-37 y el péptido inmunomodulador 1018 fueron in-
cluidos en el ensayo como comparación y control, respectivamente. 

Por otra parte, As-CATH7 y Gg-CATH7 mostraron bajos valores de citotoxicidad en 

el rango de concentraciones ensayado y estos fueron  semejantes a lo obtenido con el 
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péptido inmunomodulador 1018 (Figura 22). Adicionalmente, estudios de microscopía 

mostraron que estas catelicidinas no afectaron la morfología celular de las HBEs o de las 

PBMCs humanas tratadas, lo que sugiere que no son citotóxicas para las células de mamí-

feros (datos no mostrados).

 6.2.5 La catelicidina Gg-CATH7 suprime la producción de mediadores pro-in-

flamatorios en células HBE estimuladas con poli(I:C)

La capacidad inmunomoduladora de las catelicidinas As-CATH7 y Gg-CATH7 fue 

evaluada contra células HBE humanas no estimuladas y estimuladas con poli(I:C). Los 

péptidos As-CATH8, Gg-CATH5 y LL-37 no fueron incluidos ya que esto dificultaría la in-

terpretación de los ensayos de inmunomodulación dado la variación de los niveles de ci-

tocinas pudiera estar asociada a sus actividades citotóxicas y no necesariamente inmuno-

moduladoras.

En general, las catelicidinas de cocodrilianos tuvieron un reducido impacto en la 

producción de IL-6 y IL-8 en células HBE no estimuladas (Figura23A y C) y este efecto 

fue similar en la mayoría de los casos a la observado para el péptido inmunomodulador 

1018.

Por otra parte, Gg-CATH7 demostró una potente actividad inmunomoduladora y su-

primió la producción de ambas citocinas en células HBE estimuladas  con poli(I:C), al 

igual que 1018 (Figura23B y D). Este efecto fue significativo para la mayoría de las con-

centraciones de péptido ensayadas, comparado con el control (muestras no tratadas y es-

timuladas con poli(I:C)). Por el contrario, la catelicidina As-CATH7 tuvo un efecto leve en 

la producción de IL-6 y no afectó de manera visible la producción de IL-8 en las HBE esti -

muladas. 

 6.2.6 Las catelicidinas As-CATH8 y Gg-CATH5 mostraron mejor actividad anti-

biopelícula contra S. aureus que la LL-37 en un modelo de piel humana

La capacidad antibiopelícula de las crocCATHs fue investigada empleando un mo-

delo de piel humana. Este modelo permite la caracterización de la actividad de erradica-
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ción de biopelículas  bacterianas  pre-formadas en condiciones  más similares  a  lo  en-

contrado in vivo y ha sido utilizado para estudiar varios HDPs contra S. aureus y P. aeru-

ginosa [159]. Dado que los ensayos de inhibición sugirieron que las crocCATH presentan 

mayor actividad contra S. aureus, P. aeruginosa no fue incluida en los ensayos de erradi-

cación.

Figura  23: Actividad inmunomoduladora de la catelicidinas de cocodrilianos As-CATH7 y Gg-
CATH7 células HBE humanas. La producción de las citocinas IL-6 e IL-8 por las células HBE no es-
timuladas (A y C) y estimuladas con poli(I:C) (B y D) se determinó mediante ELISA tras 24 horas 
de tratamiento con los péptidos. En este caso, la estimulación con poli(I:C) y el tratamiento con 
varias concentraciones de péptidos se realizaron simultáneamente. Los datos se muetras como la 
media de la menos tres réplicas biológicas y las barras de error denotan el error estándar de la 
media. El fondo del control negativo (agua destilada) fue sustraído de los datos. El péptido inmu-
nomodulador 1018 se incluyó como control. Los asteriscos denotan  significancia estadística en 
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comparación con el grupo control (células estimuladas con poli(I:C) pero no tratadas con pépti -
do) de acuerdo a la prueba de Dunnet. * = p < 0.05, ** = p < 0.01, *** =p < 0.001. 

Los resultados obtenidos utilizando el modelo de piel resaltaron la capacidad anti-

biopelícula de las catelicidinas As-CATH8 y Gg-CATH5. El tratamiento con 200 μg de es-

tos péptidos logró erradicar completamente las biopelículas de S. aureus después de 24 

horas (Figura 24). Este efecto fue significativo en comparación con el control negativo 

(agua destilada) y fue mejor que lo observado para la catelicidina humana LL-37, la cual  

demostró una baja actividad antibiopelícula bajo las condiciones experimentales emplea-

das. 

Por otra parte, As-CATH7 y Gg-CATH7 fueron ligeramente mejor que LL-37, aunque 

tampoco no lograron eliminar las biopelículas bacterianas en todos las réplicas  (Figu-

ra 24). Estos resultados suportan a As-CATH8 y Gg-CATH 5 como los péptidos con ma-

yor actividad antibacteriana directa de todas las crocCATHs identificadas.

Es importante destacar que no se observaron efectos citotóxicos contra las células 

epiteliales por parte de ninguna de las catelicidinas evaluadas, según ensayos de libera-

ción de LDH y el análisis de cortes histológicos obtenidos (resultados no mostrados). 

Figura  24: Actividad de erradicación de 
biopelículas  bacterianas  de  las  crocCATH 
en un modelo de piel humana.  Las biope-
lículas de  S. aureus previamente formadas 
en  la piel  fueron tratadas con 200 μg  de 
péptido o con agua destilada como control 
negativo. Se muestran los valores de unida-
des formadoras de colonias (UFC) por frag-
mento de piel después de 24 horas de tra-
tamiento. El límite de detección del ensayo 
fue de 10 UFC (indicado con líneas discon-
tinuas). ** = p < 0.01 según la  prueba de 
Dunn con la corrección de Benjamini-Hoch-
berg.
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 6.2.7 As-CATH8 mostró un fuerte efecto anti-infeccioso contra S. aureus y 

A. baumannii en un modelo murino de absceso cutáneo

La capacidad antibacteriana de As-CATH8 y Gg-CATH5 se evaluó en un modelo de 

absceso en ratón contra dos patógenos frecuente asociados a infecciones en piel y teji -

dos blandos: S. aureus y A. baumannii [186,187]. 

Ratones tratados localmente con 15 mg/kg de las catelicinas de cocodrilianos o 

LL-37 no presentaron daño tisular o precipitación de los péptidos en el sitio de inocula-

ción (resultados no mostrados), por lo que los péptidos fueron considerados como segu-

ros a la dosis y condiciones empleadas. 

Utilizando este modelo de alta densidad bacteriana, Gg-CATH5 solo mostró débil 

actividad contra S. aureus a una dosis superior a la utilizada (25 mg/kg) (resultados no 

mostrados), por lo que no se incluyó en el resto de los experimentos.

Por otra parte, As-CATH8 mostró un fuerte efecto antibiótico y fue capaz de dismi-

nuir el área de dermonecrosis (Figura 25A y C) y la carga bacteriana (Figura 25B y D) 

en abscesos formados por ambos patógenos. El efecto en la reducción del tamaño del 

absceso fue significativo contra S. aureus (Figura 25A) al compararse tanto con el con-

trol negativo (agua destilada) como con LL-37, según la prueba de Dunn. Igualmente, se 

apreció una reducción del número de colonias de S. aureus recuperadas de los abscesos 

tratados con As-CATH8, según la prueba de Tukey (Figura 25B).

Resultados similares fueron observados contra A. baumanii. La catelicidina del ali-

gátor  chino  redujo  significativamente  el  área  dermonecrótica  observada  (prueba  de 

Dunn) y la carga bacteriana (prueba de Tukey) comparada con el control negativo (Figu-

ra 25C). En este caso, el tratamiento con LL-37 también disminuyó el tamaño del absceso 

formado por esta bacteria.
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Figura  25: Capacidad anti-infecciosa de  As-CATH8 en un modelo murino de absceso bacte-
riano. Los ratones fueron infectados con cada S. aureus (A y B) o con A. baumannii (C y D), y 
tratados una hora más tarde con 15 mg/kg de las catelicidinas As-CATH8 o LL-37. Como control  
negativo se utilizó agua destilada. El área de dermonecrosis (A y C) y la carga bacteriana fueron 
evaluadas después de transcurridos tres días. Los puntos individuales representan diferentes répli-
cas biológicas. Los resultados de los ensayos de cuantificación de unidades formadoras de colo-
nias (UFC) se muestran como la media geométrica de cada tratamiento, indicada con barras hori -
zontales.  El límite de detección  de este ensayo fue  100 UFC/absceso (representado con líneas 
discontinuas). En el caso del área de dermonecrosis, el diagrama de cajas y bigotes muestra la 
mediana y los rangos intercuartílicos (RIQ). El bigote superior e inferior se extienden hasta el últi-
mo valor de la muestra que no sobrepasa 1.5 * RIQ a partir del tercer o el primer cuartil, respec-
tivamente.  Los  asteriscos  muestran  diferencias  estadísticamente  significativas  (* =  p <  0.05, 
** = p < 0.01, *** = p < 0.001) de acuerdo a las pruebas de Dunn (A y C) y Tukey (B y D). En 
el caso de la prueba de Dunn se empleó la corrección de Benjamini-Hochberg.

76



 7 Discusión

Varios estudios han demostrado que los cocodrilianos presentan un robusto sistema 

inmune [10,188], el cual les permite convivir con numerosos microorganismos, muchos 

de  ellos  patógenos  para  los  humanos  y  que  forman parte  de  su  microbiota  natural 

[189,190]. Dentro de este grupo se encuentran varias bacterias del grupo ESKAPE, de 

alta prioridad para el desarrollo de nuevos antibióticos por su alta capacidad de desarro-

llar resistencia a los mismos  [3,175]. Así, que los cocodrilianos constituyen candidatos 

muy interesantes para explorar el repertorio de HDPs. 

Aunque algo se ha avanzado en este sentido y se han identificados varios HDPs de 

las familias de las β-defensinas [13] y catelicidinas [12,184], la mayoría de estos estudios 

fueron realizados en el aligátor chino (A. sinensis), por lo que la gran mayoría de las es-

pacies de cocodrilianos permanecen poco estudiadas. Adicionalmente, en el caso de las 

β-defensinas, ninguna de las secuencias identificadas fueron funcionalmente caracteriza-

das. La secuenciación de los genomas de A. mississippiensis, A. sinensis, C. porosus y G. 

gangeticus [14,15] abrió una nueva posibilidad para el estudio de HDP en cocodrilianos 

mediante el empleo de estrategias bioinformáticas. En este sentido, el uso de modelos 

ocultos de Markov ha sido exitosamente empleado para el estudio de estas moléculas en 

varias especies de vertebrados [49,191,192].

Utilizando esta estrategia, fueron identificadas 60 nuevas secuencias de -defensiβ -

nas y 18 catelicidinas en estas cuatro especies de cocodrilianos. Dichas secuencias mos-

traron las principales características de ambas familias (Figura 9 y 19) y clara relaciones 

de homología con secuencias de A. sinensis y de otros cocodrilianos previamente descri-

tas (Figura 10 y 20). No obstante, en muchos casos no se lograron recuperar todos los 

ortólogos en las especies estudiadas, probablemente debido a la baja calidad de esas re-

giones en las actuales versiones de los genomas. Futuros experimentos de biología mole-

cular  y secuenciación de las regiones genómicas específicas,  diseñados  teniendo en 

cuenta los resultados aquí descritos, pudieran brindar mayor información al respecto.
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Adicionalmente, nuestros trabajo permitió confirmar la identidad de varias secuen-

cias con estatus de “predichas” en las bases de datos de nucleótidos y proteínas del 

NCBI (resultados no mostrados), con las cuales se obtuvo un 100 % de identidad en un 

análisis  empleando la  herramienta  BLAST.  Esta  estrategia  también  permitió  encontrar 

otras secuencias sin directa homología con anteriores secuencias de cocodrilianos, de-

mostrando la buena sensibilidad de la metodología empleada. 

Aunque en este trabajo no se evaluó la expresión in vivo de las secuencias identifi-

cadas, el patrón de expresión de varias -defensinas y catelicidinas de β A. sinensis ha sido 

estudiado con anterioridad [12,13]. Por lo tanto, es interesante especular que las secuen-

cias identificadas podrían mostrar patrones de expresión similares a sus ortólogos más di-

rectos en el aligátor chino, como se ha sugerido para especies estrechamente relaciona-

das en otros grupos como las aves [193]. No obstante, para secuencias sin claras relacio-

nes de ortología, como Am23SK, As-CATH7 o As-CATH8, futuros experimentos de biolo-

gía molecular con muestras de tejidos de cocodrilianos con alta expresión de -defensiβ -

nas y catelicidinas podrían ayudar a confirmar las secuencias y los perfiles de expresión 

in vivo en de las secuencias identificadas.

 7.1 Plegamiento de las variantes de β-defensinas sintéticas

Para la caracterización funcional de  las -defensinas identificadas se optó por unβ  

enfoque minimalista, en el cual las secuencias de los péptidos sintéticos fueron restringi-

dos al marco de cisteínas, incluyendo un residuo extra en el N- y C-terminal. Esta estrate-

gia se ha aplicado con éxito anteriormente para diseñar péptidos de -defensinas activosβ  

que contenían dos [194] y tres [172] residuos adicionales al marco de cisteína, lo que in-

dica que esta región alberga las propiedades biológicas fundamentales exhibidas por las 

-defensinas.β

Las secuencias crocBD sintetizadas fueron plegadas in vitro y nuestros resultados re-

velaron marcadas diferencias en la eficiencia de plegado entre las variantes de crocBDs 

(Figura 14), con la mayoría de ellas, mostrando varias isoformas en el cromatograma RP-

78



HPLC. Una mayor eficiencia (menos isoformas) no estuvo asociada con valores de carga 

o índice de hidrofobicidad. Por ejemplo, Am11RR es la variante más corta y con mayor 

carga neta (Tabla 1), mientras que Cp13QK es la más hidrofílica; sin embargo, en ambos 

casos se observaron varias isoformas en el cromatograma de RP-HPLC. Curiosamente, 

Am17RV y Am23SK  presentan valores muy similares de hidrofobicidad (-0.22 y -0.21, 

respectivamente) y menos de una unidad de diferencia en la carga neta, pero sus eficien-

cias de plegado fueron bastante diferentes. Esto sugiere que, más allá de las propieda-

des físico-químicas, la secuencia específica de aminoácidos influye en el resultado final 

del plegamiento de las -defensinas.β

De todas las variantes de crocBDs, sólo Am23SK fue capaz de plegarse en una sola 

isoforma (Figura 14) y sus conectividades disulfuro fueron parcialmente confirmadas por 

un análisis de proteólisis acoplado a espectrometría de masas. Esto concuerda con estu-

dios anteriores en los que este protocolo fue utilizado para plegar varias -defensinas naβ -

turales [148,167] y artificiales [148,172], dando como resultado una única isoforma pre-

dominante. Sin embargo, el plegado oxidativo ha demostrado ser un reto para algunos 

miembros de la familia -defensina, obteniéndose una compleja mezcla de isómeros diβ -

sulfuro en algunos casos [195].

 7.2 Actividad antimicrobiana y antibiopelícula de los HDPs de cocodri-
lianos

A pesar de la amplia caracterización de su actividad antimicrobiana, sólo unos po-

cos estudios han explorado las propiedades antibiopelícula de las defensinas [196,197]. 

Como se ha descrito previamente para -defensinas de mamíferos  β [167,168,198] y de 

aves [169,183], las conectividades disulfuro intramoleculares tuvieron un impacto leve en 

las actividades antibacterianas de la mayoría de las variantes de crocBDs contra células 

planctónicas (Tabla 3 y Figura S2), mostrando una tendencia bien conservada entre los 

grupos de vertebrados.
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Nuestros resultados indican que lo mismo podría ser cierto también para la activi-

dad antibiopelícula de las variantes (Figura 16). Curiosamente, Am11RR y Am17RV pare-

cen ser más sensibles a las diferencias estructurales, ya que algunas isoformas mostraron 

una marcada diferencia en actividad, especialmente contra S. Typhimurium, lo que sugie-

re que la influencia de los enlaces disulfuro en las actividades biológicas de las estas de-

fensinas podría ser específica para cada péptido y bacteria.

En general, Am23SK resultó ser la crocBD más activa y fue capaz de afectar el cre-

cimiento planctónico (Tabla 2) y la formación de biopelículas de varios patógenos bacte-

rianos (Figura 15) a concentraciones inferiores a las de HBD3, la más activa de las de-

fensinas humanas y que presenta una actividad antimicrobiana de amplio espectro [145]. 

De hecho, Am23SK mostró efectos similares o incluso mayores que el antibiótico Tobra-

micina contra las células planctónicas y las biopelículas de S. aureus, y mostró valores de 

MIC similares a los de la Polimixina B contra A. baumannii. También reveló una amplia 

capacidad bactericida dentro del rango de concentración evaluado (Figura S1).

Las catelicidinas de cocodrilianos identificadas mostraron una amplia actividad anti-

microbiana, en concordancia con los resultados obtenidos en un otros trabajos [12,94]. 

En este sentido, As-CATH8 y Gg-CATH5 resultaron los péptidos más activos y mostraron 

un potente efecto antimicrobiano contra células planctónicas (Tabla 5) y capacidad inhi-

bitoria de biopelículas de patógenos Gram-positivos y Gram-negativos (Tabla 6), la ma-

yoría de ellos aislados clínicos y resistentes a antibióticos. De manera interesante, contra-

rio a lo observado para su ortólogo en A. sinensis (As-CATH5), Gg-CATH5 mostró poca 

actividad contra E. faecium, aunque el uso de diferentes cepas bacterianas en ambos es-

tudios puede influir en esta discrepancia. 

El potente efecto antibiopelícula de As-CATH8 y Gg-CATH5 fue corroborado en un 

modelo de piel humana. Estos péptidos lograron erradicar completamente las biopelícu-

las de un aislado clínico resistente a la Meticilina de S. aureus, superando a la catelicidi-

na LL-37 (Figura 24). Adicionalmente, el tratamiento con de las crocCATHs 0.7 % produ-

jo una mayor reducción de la carga bacteriana comparado con del antibiótico Mupiroci-
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na 1 % [159], usado frecuentemente contra infecciones de piel [199]. Por otra parte, en 

este modelo que emula condiciones más similares a lo encontrado in vivo, la actividad de 

As-CATH7 y Gg-CATH7 contra biopelículas de S. aureus fue mucho más débil y cercana a 

lo observado para el control negativo (agua destilada). 

Finalmente, la actividad biológica de los  HDPs de los  cocodrilianos evaluados en 

este trabajo no correlacionó claramente con sus propiedades físico-químicas como la car-

ga neta o el índice de hidrofobicidad. Por otra parte, análisis estructurales mostraron que 

estos HDPs presentaban algún grado de anfipaticidad (Figura 12 y 21), aunque esta pro-

piedad por sí misma no explica la diferencia de actividades observada entre los distintos 

péptidos. Así, nuestros resultados concuerdan con la idea de que es poco probable que 

propiedades físico-químicas individuales, como la carga o la hidrofobicidad, expliquen 

per se la complejidad de las actividades biológicas de los HDPs [96].

 7.3 Citotoxicidad e inmunomodulación de los HDPs de cocodrilianos

Las actividades citotóxicas de las crocBDs y crocCATHs fueron evaluadas en este tra-

bajo contra las células HBE y PBMC humanas. En este sentido, la variante Am23SK mos-

tró una citotoxicidad escasa o nula, similar a la observada para  la -defensina humanaβ  

HBD3 (Figura 17). Estos resultados son comparables a los descritos para otras -defensiβ -

nas de reptiles [51,164] y apoyan la idea de la baja de citotoxicidad de estos péptidos.

Aparte  de en mamíferos  [200], las propiedades inmunomoduladoras de las -deβ -

fensinas han sido descritas en peces [201,202] y aves [183,203]; con particular énfasis 

en  su capacidad quimiotáctica hacia varios tipos celulares endógenos. Curiosamente, 

otros trabajos también han descrito los efectos inmunomoduladores de las -defensinasβ  

de aves sobre varias células de mamíferos, como las células dendríticas murinas y las 

PBMCs humanas [183,204], lo que sugiere que existe cierto grado de solapamiento con 

las vías y mecanismos inmunitarios en vertebrados. Aunque todavía no se ha confirmado 

la actividad inmunomoduladora de las -defensinas en los reptiles, evidencias β apuntan a 
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que la inmunomodulación es una propiedad bien conservada de las -defensinas de losβ  

vertebrados.

En  este  trabajo hemos  utilizado  células  HBE  no  estimuladas y  estimuladas  con 

poli(I:C) para caracterizar las propiedades inmunomoduladoras de los HDPs de cocodri-

lianos. La molécula de poli(I:C) es una análogo estructural de ARN viral de doble cadena 

y actúa como agonista del TLR-3 [205]. Aunque la estimulación del TLR-3 con poli(I:C) po-

dría simular en parte lo ocurrido en una infección viral, este receptor también participa 

en la interacción con ARNs bacterianos y en la detección de daño celular [206,207]. En 

este caso, la inducción general de mediadores proinflamatorios es similar a lo observado 

en una infección bacteriana [181].

Dado que no hay referencias que describan los niveles de -defensinas en los tejiβ -

dos de los reptiles y que el modelo celular empleado es humano (fisiológicamente dife-

rente), en este trabajo se utilizó un rango de concentración similar al usado anteriormen-

te para examinar la citotoxicidad y la actividad inmunomoduladora de varios HDPs en 

este sistema [146,180,208]. No obstante, cabe mencionar que la concentración máxima 

utilizada aquí es inferior a la que se ha sugerido para las -defensinas en un escenarioβ  

terapéutico [209].

Nuestros resultados mostraron que Am23SK puede suprimir la producción de las ci-

toquinas IL-6 (Figura 18B) e IL-8 (Figura 18D) en células HBE estimuladas con poli(I:C). 

Aunque este efecto no fue tan pronunciado como con 1018 fue similar al de HBD3, su-

giere una actividad anti-inflamatoria moderada de Am23SK en este escenario. Por otro 

lado, la producción de citocinas en células HBE no estimuladas (Figura 18A y C) fue in-

dependiente de la concentración de Am23SK o HBD3 utilizada. 

El tratamiento con los péptidos de -defensinas de las células mononucleares deβ  

sangre periférica humana estimuladas y no estimuladas con LPS tampoco afectó de forma 

evidente a la producción de la citocina proinflamatoria TNF-  ni de la quimiocina MCP-1α  

(resultados no mostrados). Otros experimentos diseñados para explorar la actividad qui-

82



miotáctica de AM23SK pudieran ser de ayuda para caracterizar mejor las propiedades in-

munomoduladoras de este péptido hacia las células de mamíferos y reptiles.

Estudios recientes han sugerido que el fragmento altamente catiónico de HBD3 po-

dría ser importante para su actividad inmunomoduladora [210,211]. Junto con parte del 

marco de cisteína, la región C-terminal de las defensinas ha sido identificada mediante 

análisis in silico como parte de un motivo, denominado “núcleo- ”, que está presente enγ  

los péptidos antimicrobianos ricos en cisteínas [212]. Las actividades biológicas del nú-

cleo-  han sido  verificadas  experimentalmente  en  HBD3  γ [213] y  en otras  defensinas 

[214], sugiriendo un papel relevante del C-terminal para las actividades biológicas de es-

tas moléculas. Así, la inclusión de residuos en el C-terminal de las crocBDs podría au-

mentar su actividad biológica en cierta medida. Sin embargo, es probable que este no 

sea el caso de Am23SK, ya que sólo falta un residuo de Ser en el C-terminal en compara-

ción con la versión parental AmiBD23.

En el caso de las catelicidinas, los estudios de citotoxicidad mostraron que As-CA-

TH8 y Gg-CATH5 fueron moderadamente tóxicas hacia HBE y PBMCs, similar a lo obser-

vado para la LL-37; mientras que As-CATH7 y Gg-CATH7 mostraron valores bajos o no de-

tectables (Figura 22). Aunque el rango de concentraciones evaluado (2.5, 5 y 10 μM) 

está por encima de las concentraciones fisiológicas estimadas para LL-37/hCAP-18 en in-

dividuos sanos (~0.3-1.1 μM) [215,216], este rango es representativo del rango medio de 

los valores de MIC y MBIC95 obtenidos para la mayoría de las catelicidinas y es similar a 

los niveles de LL-37 encontrados en individuos con fibrosis quística (~7 μM) [82]. 

La citotoxicidad observada contrasta con lo descrito para otras catelicidinas de co-

codrilianos [12] y de otros reptiles en general [90,217], las cuales presentaron baja o mo-

derada citotoxicidad in vitro a concentraciones muy superiores a las de este trabajo. Sin 

embargo, diferencias en los modelos celulares, duración de los tratamientos y los méto-

dos empleados para cuantificar la citotoxicidad celular dificultan la comparación entre los 

distintos trabajos. No obstante, es importante mencionar que en modelos más complejos 

como el modelo de piel o el modelo murino de absceso, no se apreció citotoxicidad aso -
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ciada al tratamiento con As-CATH8 y Gg-CATH5 (resultados no mostrados). Estos resulta-

dos apoyan un potencial uso tópico de estos péptidos en un escenario terapéutico. 

Curiosamente, Gg-CATH7 mostró un potente efecto anti-inflamatorio contra células 

HBE estimuladas con poli(I:C). El efecto observado fue similar al péptido inmunomodula-

dor 1018 (Figura 23), el cual ha demostrado buena actividad inmunomoduladora y anti-

infecciosa en diferentes modelos animales [218]. En este sentido, sería interesante explo-

rar la capacidad anti-inflamatoria de Gg-CATH7 en el contexto de una infección bacteria-

na in vivo.

 7.4 Actividad in vivo de As-CATH8

Las infecciones asociadas a con altas densidades bacterianas (ej. aquellas encontra-

das en biopelículas y abscesos bacterianos) requieren, por lo general, mayores cantida-

des de antibióticos para su tratamiento [219], y estos frecuentemente no logran eliminar 

completamente la carga bacteriana [160]. Adicionalmente, las infecciones con bacterias 

multiresistentes a antibióticos, como las del grupo ESKAPE [3], incrementan la dificultad 

de controlar exitosamente la infección. En este contexto, HDPs han mostrado potencial en 

el tratamiento de este tipo de infecciones [220], constituyen una alternativa a los antibióti-

cos convencionales e incluso pueden ser utilizados en combinación con estos últimos 

[221]. 

En este trabajo la capacidad anti-infectiva de As-CATH8 fue evaluada en un modelo 

murino de absceso bacteriano. En este modelo, la croCATH As-CATH8 fue capaz de dis-

minuir el área de dermonecrosis y la carga bacteriana (Figura 25) en abscesos formados 

por S. aureus y A. baumannii, y en general mostró mejor potencial que la catelicidina hu-

mana LL-37. 

Estos resultados se alinean con otros trabajos que han demostrado el potencial de 

las catelicidinas de reptiles para el tratamiento de infecciones bacterianas. Por ejemplo, 

las catelicidinas As-CATH2, As-CATH3 y As-CATH5 de A. sinensis demostraron potentes 

propiedades anti-bacteriana contra E. coli y S. aureus en un modelo murino de infección 
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peritoneal  [12]. De manera interesante, la capacidad protectora de las catelicidinas de 

este aligátor contra infecciones bacterianas fue también comprobada con éxito en un mo-

delo invertebrado [94], resaltando las potencialidades terapéuticas de estos péptidos.

Otros trabajos con catelicidinas de reptiles sugieren que la actividad inmunomodu-

ladora de estas moléculas juega un rol importante en su actividad in vivo [12,81,91]. Por 

tanto, la evaluación de As-CATH8 en otros modelo animales donde sea posible la caracte-

rización de un posible efecto inmunomodulador a concentraciones no citotóxicas pudiera 

brindar más información acerca de su posible mecanismo de acción. 

Las catelicidinas de vertebrados son péptidos multifuncionales con un gran poten-

cial para el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos. De hecho, actualmente existen va-

rios de estos péptidos o derivados de ellos en estudios clínicos, incluyendo a la LL-37 

[24]. En este trabajo fueron identificadas y caracterizadas funcionalmente varias catelici-

dinas de cocodrilianos. En particular, As-CATH8 mostró potente actividad antimicrobiana 

in vitro y fue mejor que la LL-37 contra biopelículas de un asilado clínico resistente a la 

Metilicidina de S. aureus en un modelo epitelial. Este péptido también demostró un po-

tente efecto antibacteriano en un modelo murino de infección bacteriana de alta densi-

dad, reduciendo tanto la carga bacteriana como el tamaño de los abscesos contra dos 

patógenos del grupo ESKAPE. En general, estos resultados contribuyen a resaltar el po-

tencial terapéutico de las catelicidinas de cocodrilianos para el tratamiento de infeccio-

nes bacterianas epiteliales.
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 8 Conclusiones

Utilizando métodos bioinformáticos, en el presente trabajo se identificaron novedo-

sas secuencias de -defensinas y catelicidinas de cuatro especies de cocodrilianos (β A. 

mississippiensis,  A. sinensis,  C. porosus y  G. gangeticus). Las secuencias identificadas 

mostraron las características distintivas de cada una de estas familias de HDPs y permitie -

ron estudiar las relaciones evolutivas con otras secuencias de reptiles y vertebrados pre-

viamente descritas.

Las secuencias de HDPs fueron analizadas en cuanto a sus propiedades físico-quí-

micas como carga neta, índice de hidrofobicidad y anfipaticidad, y varias secuencias fue-

ron seleccionadas para su síntesis química. En el caso de las -defensinas, el plegamienβ -

to in vitro de los péptidos sintéticos resultó en diferencias en cuanto al número de isofor-

mas obtenidas, sugiriendo que la secuencia primaria tiene gran influencia en este proce-

so y resaltando la necesidad de estudiar más a fondo este fenómeno para obtener mejo-

res resultados en la eficiencia de plegamiento. 

Aquí hemos demostrado que las catelicidinas y las variantes de -defensinas de coβ -

codrilianos son capaces de inhibir tanto el crecimiento planctónico como la formación de 

biopelículas bacterianas. Además, hemos identificado péptidos novedosos, Am23SK y 

As-CATH8, con una mayor capacidad anti-infecciosa y una citotoxicidad similar  a  sus 

contrapartes en humanos. En general, estos estudios resaltan la capacidad terapéutica de 

estos péptidos y arrojan nueva luz sobre el papel biológico de -defensinas y catelicidiβ -

nas en en la inmunidad de los cocodrilianos. 
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 10 Anexos

Tabla S1: Secuencias de -defensinas β identificadas en A. mississippiensis, A. sinensis, C. porosus 

y G. gangeticus. Las secuencias traducidas se muestran con sus números de acceso del GenBank. 
AmiBD6 y AmiBD9 contienen codones de parada en el centro de las secuencias (señalados con 
asteriscos *) y no fueron incluidas en los análisis bioinformáticos.

Name Sequence Species GenBank 

AmiBD1
MRVLLLLFALLFLVFQVQAQHKAQEEAQDPALQDEAEAVMAAPEN

TPISRSNCKRSGATCRVGFCFGGEIKLGSCAFLRPCCKELPGL

Alligator 

mississippiensis
MT452582

AmiBD2

MKLLFLLLGVTTLVFQAQAQDVVVAQDEAEPQDLGEMEEEAETEV

MEAEDATGMDFPGPKLGESPAHCRWKRGVCRRTHCKRNDRNCRH

TPCKPAERIIGWCLSTYVCCRKAYL

MT452583

AmiBD3
MKFLYLLFGVAFLVLQTQAQDIQAQDKAEIQELNHPAQPRRRKFCSR

QGVCKPRCSGNENSSRRCRNHQRCCVKRRQ
MT452584

AmiBD4

MKIIYLLLGVAFLVSQAQAQDVVVAQDEAEAQDLDDIDEEAQDNA

MEAEYAATMGSPDVKPQEYPVVCRVLLGVCRPFRCLRNERTIGSCS

SNHACCKRY

MT452585

AmiBD5
MRTLYLLFAVSLFMVQIAPGFFQIYWNTKLCKLNGGSCFLRSCPRQF

VSFGTCTQECMCCIRHRRTRD
MT452586

AmiBD6

MKTPCLLFALVLLVLHIQAMPNPVGEKDPQKEADTWDEVEDDVGE

EEGDVEAQGR*GENSPMICGFSGGSCRTGCSSNEVMAGKCYGS

YLCCIPR

-

AmiBD7

MKTPCLLFALVLLVLHVQAMPNPVGEKQPHKEADTWDGVEDDASK

AKGNVEAEGAGGENNPMVCSYSGGSCRQRCIGHEVMVGKCYG

TFICCVHM

MT452587

AmiBD8
MRVLYLLFAVSILMSQLAAGFPQIGYFHCQQNKGQCFQHICPPNTK

YIGSCKQLGNCCQRV
MT452588

AmiBD9

MKLLYLLLGVATLVFQAQAQVTVVA*GEAEPQDLGEMQEQAEDN

VMDAEDADDKGSADL*PLASPLWCGWKGGYCRHHCKEKERKTGL

CTVNYVCCL

-
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AmiBD11

MKLLYLLVGVAFLVFQTQAQDGAVAQDEAEAQDLDEMEEEAEDEF

VEAEDAAGMGSPELARKDRPRCRKGLFCRPKCGQKEHVIGTCPKGL

ICCRIL

MT452589

AmiBD12
MAEKRMLWFVAILILLAVPGNAQGSKNVCRSAGGQCQMGTCLS

GEVRIGDCFTPVILCCKKYLARKTPGELQGGA
MT452590

AmiBD13
MRILYLLFAAVMILFLQAVPAKGSYYSTLQCRNNHGHCRRLCFHRER

WIGNCNGGHQHCCK
MT452591

AmiBD14
MRILYLLLALLFLLCQALADTLTCTKNNGTCSFMLCPIFMKAIGSCYDG

AAKCCRRCI
MT452592

AmiBD15
MRILYLLFAVFLFLLQVAPGQSYRECRNRGGECRPHGSCHPGSVIPV

RCPHRTVCCRRR
MT452593

AmiBD16

MKTPCLLFALVLLVLHVQAMPNPVGENDPQVEADTWDEVEDDAG

EAEGDVEAEGAGGENSPMICGFSGGSCRTVCLISEVMAGKCYSSY

LCCLPR

MT452594

AmiBD17
MKILYLLVLGLFLFLQAASGLGRCNLLNGVCRHTLCHSLEKYIGRCHR

GLRNCCVDDYVLKYKM
MT452595

AmiBD18
MKLLYLFLSVAFLVFQAQAQALKPQGSPTDCHRQLGVCRSFLCFFFE

TTIGSCNRHQVCCRRWI
MT452596

AmiBD19
GIFQLLFHFIFLFVAGHGQEYHDCKNRGGDCILHDTCLSTGEIIYAPC

PRWLICCKRLR
MT452597

AmiBD20
MMKFFYLLLVVLFGIFLATTANGQRASRYVNHCLQKGGTCRYDDCE

AGEEQIGTCYRQTMVCCRDEE
MT452598

AmiBD21
MKSLYVILAVALFFSQVVPGNGLPILSLIQCLNLGGICLISVSLCDGVT

IRLLGCNCCSSR
MT452599

AmiBD23
TRSLFLLFAVAFFLFQAAPEEVIPSCRFSGGYCIWNWERCRSGHFLV

ALCPFRKRCCKS
MT452600
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AsiBD1 (AsBD107 )α
MRVLLLLFALLFLVFQAQAQHKAQEEAQDPALQDEAEAMLAAPEN

SPISRSNCKRSGAICRVGFCFGGEVKLGSCAFLRPCCKELPGL
Alligator sinensis MG519845, &

AsiBD2 

(AsBD105 )α

MKLLFLLLGVTTLVFQAQAQDVVVAQDEAEPQDLDEMEEEAETEV

MEAEDATGMDFPGPKLGESPAHCRWKRGVCRPTHCKRNDSNCRH

TPCKPEERIIGWCLSTHVCCRKALL

MG519839, &

AsiBD3
MKFLYLLFAVAFLVLQTQAQDIPAQDKAEIQELNHPAQPRRRKFCSR

RGVCKSRCSGNENSSRRCRNRQRCCVKRRQ
MT452601

AsiBD4 

(AsBD105 )θ

MKIVYLLLGVAFLVSQAQAQDVVVAQGEAEAQDIDDMDEEVQDN

AMEAEYAASMGSPDVKPQEYPIVCRVLLGVCRPFRCLRNEHTIGSC

SSNHACCKRH

MG519842, &

AsiBD5
MRTLYLLFAVSLFMVQIAPGFFQIYGNTKLCKLNGGSCFLRSCPRQF

VSFGTCTRECMCCIRRTRD
MG519849, &

AsiBD6 

(AsBD106 )α

MKTPCLLFALALLVLHVQAMPNPVGEKDPEKEADIWDEVKDDAGEE

EGDVEAEGAEGENSPMICGFSGGSCRTSCSSNEVMAGKCYGSYL

CCVPR

MG519843, &

AsiBD7 

(AsBD106 )γ

MKTPCLLFALVLLVLHVRAMSNPVGEKQPQKEADTWDGVEDDASE

TKGDVEAEGAGGQNNPMICSYSGGSCRPRCTGHEVMVGKCYGT

FICCVRM

MG519846, &

AsiBD8
MRVLYLLFAVSILMSQLAAGFPQIGYFHCQQNKGQCFKHICPPNTK

YIGSCKQLGNCCQRV
MG519850, &

AsiBD9 

(AsBD105 )β

MKLLYLLLGVATLVFQAQAQVTVVAQGEAEPQDLGEMQEQAEDN

VMDAEDADDKGSADLKPLASPLWCGWKGGYCRHHCKEKERKTGL

CTVNYVCCL

MG519840, &

AsiBD10
MRFLYLLLAVLFFLFQASSGFVDVAPADTVACRSQQNFCRLGTCPPT

FEASGTCHNGALLCCSKVPGV
MG519848, &

AsiBD11 

(AsBD105 )γ

MRLLYLLVGVAFLVFQTQAQDGAVAQDESEAQDLDEMEEEAEDEF

VEAEDVAGMGSPELARKDRPRCRKGLFCRPKCGRKEHVIGTCPKGLI

CCRIL

MG519841, &
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AsiBD12
MAEKRMLWFVAILILLAVPGNAQGSKNVCRSAGGQCQMGTCLS

GEVRIGDCFTPVILCCKKYLARKTTGELQGGA
MG519834, &

AsiBD13
MRILYLLFAAAMILFLQAVPAKGSYYSTLQCRSNHGHCRRLCFHGER

WIGNCNGGHQHCCK
MG519833, &

AsiBD14
MRILYLLLALLFLLCQALADTLTCTKNNGTCSFMLCPIFMKAIGTCYDG

AAKCCRRCI
MG519851, &

AsiBD15 (AsBD104)
MRILYLLFAVFLFVLQIAPGQSSRECWNRGGDCRPHGSCRPGSVIP

VRCPYRTVCCRRR
MG519838, &

AsiBD16 

(AsBD106 )β

MKTPCLLFALVLLVLHIQAMPNPVGENDPQKEADTWDEVEDDAWE

AEGDVEAAGASGENSPMICGFSGGSCRTVCLISEVMAGKCYGSY

VCCVPR

MG519844, &

AsiBD17 (AsBD108)
MKILYLLVLGLFLFLQAASGLGPCNLLNGVCRHTLCHSLEKYVGRCH

HGLRNCCVDDYVLKYKM
MG519852, &

AsiBD18
MKLLYLLLGVATLVFQAQAQALKPHGSPTDCHTQLGVCRRFLCFPFE

KTIGSCNRQQVCCRRWI
MT452602

AsiBD19
MGIFQLLFHFIFLFVVGHGQEYHDCKNRGGDCILHDTCLSTGEIIYAP

CPRWLICCRRLR
MT452603

AsiBD20 (AsBD101)
MMKFFYLLLVVLFGIFLATTANGQRASRYVNHCLQKGGTCRYDDCE

AGEEQIGTCYRQTMVCCRDEE
MG519835, &

AsiBD21 (AsBD102)
MKSLYLILAVALFFSQVVPGNGLPILPLIQCLNLGGICLISVSLCDGITIR

LLGCNCCSSH
MG519836, &

AsiBD22 

(AsBD107 )β

MRVLLLLFALLFLVLQAQAQHKVQEEAQDPALQDEAEAVMAAPEST

PISRSHCRCSGTMCQTEFCFRGEVKLGSCTFLHPCCKELLG
MG519847, &

CpoBD1
MRILLLLSALLFLVLQVQAQHKAQEEAQDPALQDEAEAVMAAPENT

PISRSSCRRSGATCRVGFCFGGELRLGSCAFLRPCCKELPGL

Crocodylus 

porosus
MT452604
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CpoBD2

MKLLFLLLGVTTLVFQAQAQDVVVAQDKAEPQDLDEMEEEAETEV

MEAQDAAGMDFPGLNLGESPAHCRWRRGICRPTHCKKNDPNCRY

NPCRFQERIVGWCLSSHVCCVKAKL

MT452605

CpoBD3
MKFLYLLFGVVFLVLQPQAQDIQAQNKAEIQELNNPAQPRRRKFCF

RRGVCKSRCSRNEDSARRCRNRQHCCIKRRH
MT452606

CpoBD4

MKIVYLLLGVAFLVSQTEAQDVVVTQGEAEAQDLDEMDEEAKDNA

MEAEYAARMGSPDVKPQEFPVVCRILLGVCRFSRCRKNERTIGSCSS

SRACCKRR

MT452607

CpoBD5
MRTLYLLFAVSLFMVQIAPGFFQIYGNTKLCKLNGGSCFLRSCPRKFV

SFGTCTRECMCCIR
MT452608

CpoBD8
MRVLYLLFTVSILMLQLAAGFPKIGYFHCRSQNGNCYQYACPPNTKY

IGSCNKLGNCCQRV
MT452609

CpoBD9

MKLLYLLLGVATLVFQAQAQVTVVAQGEAEPQDLGEKQEQAEDNI

MEAEDAGYKGSADLKPLPSPLWCGWKGGYCRHHCKKEERKTGW

CTTNYVCCH

MT452610

CpoBD10
MRFLYLLLAVLFFLFQVSSGFVDVAPADTVACRNQGNFCRLGTCPP

TFEGTGTCNNGALLCCSKVPGL
MT452611

CpoBD12
MAGKRMLWFAAFLILLAVPGNAQGSKHVCRTAGGQCRMGICLSG

EVRIGDCFIPVILCCKKYPVRKETGELQGGA
MT452612

CpoBD13
MRLLYLLFAAVMLLFLQAVPANGSYYSTLQCRNNHGHCRRLCFHG

EQWIGNCNGRHQHCCK
MT452613

CpoBD14
MRILYFLLALLFLLCQALADTLTCTKNNGTCAFMLCPIFMKAIGTCYD

GAAKCCRRCI
MT452614

CpoBD15
MRILYLLFAVLLFVLQAAPGQPSRSCLDRGGRCIRYNTCHPNLIINAR

CPHQTVCCRRR
MT452615

CpoBD17
MKILYLLVLGLFLFLQAASGLGRCNLLNGVCRHTLCHSLEKYVGRCH

RGLRNCCVDDYVLKYKM
MT452616
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CpoBD18
MKLLYLLLSVAFLVFQTQAQDLKPHGSPTDCHRKLGICRHVFCNLFEI

TIGYCNRHHVCCRRWI
MT452617

CpoBD19
TRIIFLLLAVLLFFFHAAPGHGQQYHDCKDRGGDCILHDTCLSSGEVI

YAPCPRWLICCRRLR
MT452618

CpoBD20
MMKFFHLLLALLFGIFLATTANGQRATRYVNHCLQKGGTCRYDDCE

AGEEQIGTCYRQTMVCCRDEE
MT452619

CpoBD21
MKSLYLILALALFFSQVVPGNGLPILSFLQCLNLQGTCLLTVGFCNGI

TIRLLGCDCCTP
MT452620

CpoBD23
LRSLFLLFAVAFFLFQAAPEEASPSCRSFGDHCIWNWERCRSGRFLA

VPCPFRKRCCKS
MT452621

GgaBD1
MKILFLLSALLFLVLQVQTQHKAQEEAQDPALQDEAEAVMAAPENT

PISRSSCRRSGATCRVGFCFGGELKLGSCAFLRPCCKELPGL

Gavialis 

gangeticus
MT452622

GgaBD2

MKLLFLLLGVTTLVFQAQAQDMAVAQDEAEPQDLDEMGEEAETKV

MEAEDAAGMDFPGLNLGESPAHCRWNRGICRRTYCKKHDRNCRY

NPCRIQERRAGWCLSSHVCCVKALL

MT452623

GgaBD3
MKFLYLLFGVAFLVLQPQAQDIQAQNKAEIQELNNPAQLRRRKFCF

RRGVCKSRCSRNEDSARRCRNRQHCCVKRRH
MT452624

GgaBD4

MKIVYLLFGVAFLVSQAQAQAQAQDVVATQGEAEAQDLDEVDEE

AEDNAMEAEYAARMGSPDVKPQEFPLVCRVLLGVCRFSRCQKNER

TIGSCSSRRACCKRH

MT452625

GgaBD5
MRTLYLLFAVSLFMIQIAPGFFQIYGNTKLCKLSGGSCFLRSCPRKFVS

FGTCTRECMCCIRVRRVRD
MT452626

GgaBD8
MRVLYLLFAVSILMLQLAAGFPKIGYFHCQSRKGQCFQHTCPPNTKY

IGSCNQLGNCCQR
MT452627

GgaBD9

MKLLYLLLGVATLVFQAQALVTVMAQGEAEPQDLGEMQEQAEDNI

MEAEDSDYKGSADLKPLASPLWCGWKGGYCQHHCKKEEHKTGW

CTMNYVCCH

MT452628
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GgaBD10
MKVLYLLLAVLFFLFQASSGFVDVAPADTIACRNQGNFCRLRTCPPTF

EGTGTCHNGALLCCSKVPGS
MT452629

GgaBD12
MAEKRMLWFAAFLILLAVPGNAQGSKHICRTAGGQCRMGTCLSGE

VRIGDCFSPVILCCKKYPVRKTTRELQRGA
MT452630

GgaBD13
MRILYLLFAAVMILFLQAVPAKGTYYSTLQCRNNHGHCRRLCFHGE

QWIGNCNGRHQHCCK
MT452631

GgaBD14
MRILYLLLALLFLLCQALADTLTCMKNNGTCSFMLCPIFMKAIGTCYD

GEAKCCRRCI
MT452632

GgaBD15
MRILYLLFAVLLFVLQAAPGHGQPYRSCLDMGGRCVRYDICHPNFVI

NARCPHRTVCCRRY
MT452633

GgaBD17
MKILYLLVLGLFLFLQAASGLGRCNLLNGVCRHTLCHSLEKYVGRCH

RGLRNCCVDDYVLKYKM
MT452634

GgaBD18
LPFPITKLSLSSHPADLKPHGSPTDCHRQLGICRCFICNLFEITIGSCNR

NHVCCRRWI
MT452635

GgaBD19
TRLVGNKMGGLAFFLSQGVGHGQQYRDCKDRGGDCILHDTCLST

GEVIYAPCPRWLICCRRLW
MT452636

GgaBD20
MMKFFYLLLVLLFGVFLATTANGQRATRYVNHCLQKGGTCRYDDCE

AGEEQIGTCYRQTMVCCRDEE
MT452637

GgaBD21
MKSLYLILALALFFSQVVPGNGLPILSLLQCLNLQGTCLFSVSFCSGITI

RLLGCNCCSP
MT452638

GgaBD23
LRSFFLLFAVAFFLFQAAPEEAIPSCRFSGGHCIWNWERCRSGRFLA

APCPFRKRCCKS
MT452639

&: secuencias previamente descritas [13].
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Tabla S2: Propiedades físico-químicas de las variantes de β-defensinas de cocodrilianos y de 
otros vertebrados. MM: masa molecular teórica reducida en Daltons; Carga: carga neta predicha 
utilizando la escala de Bjellqvist; Índice H: índice de hidrofobicidad predicho utilizando la escala 
de Kyte-Doolittle. Cada variante comprende un residuo extra en los extremos N- y C-terminal del  
marco de cisteínas (Cys1 a Cys6).

Variante Secuencia Especies Long. M.M. Carga I. Hid.

Am1NK NCKRSGATCRVGFCFGGEIKLGSCAFLRPCCK
Alligator 

mississippiensis
32 3413.1 4.7 0.16

Am2HR HCKRNDRNCRHTPCKPAERIIGWCLSTYVCCR 32 3820.5 4.88 -0.78

Am3FV FCSRQGVCKPRCSGNENSSRRCRNHQRCCV 30 3472.0 5.79 -1.15

Am4VK VCRVLLGVCRPFRCLRNERTIGSCSSNHACCK 32 3582.3 4.79 0.08

Am5LI LCKLNGGSCFLRSCPRQFVSFGTCTQECMCCI 32 3536.2 1.69 0.45

Am6II ICGFSGGSCRTGCSSNEVMAGKCYGSYLCCI 31 3157.7 0.7 0.43

Am7VV VCSYSGGSCRQRCIGHEVMVGKCYGTFICCV 31 3347.0 1.79 0.47

Am8HQ HCQQNKGQCFQHICPPNTKYIGSCKQLGNCCQ 32 3610.2 2.87 -0.82

Am9WL WCGWKGGYCRHHCKEKERKTGLCTVNYVCCL 31 3662.3 3.87 -0.58

Am11RR RCRKGLFCRPKCGQKEHVIGTCPKGLICCR 30 3391.2 6.79 -0.36

Am12VK VCRSAGGQCQMGTCLSGEVRIGDCFTPVILCCK 33 3436.1 0.7 0.52

Am13QK QCRNNHGHCRRLCFHRERWIGNCNGGHQHCCK 32 3861.4 5.14 -1.35

Am14TR TCTKNNGTCSFMLCPIFMKAIGSCYDGAAKCCR 33 3539.2 2.7 0.25

Am15ER ECRNRGGECRPHGSCHPGSVIPVRCPHRTVCCR 33 3660.2 3.97 -0.77

Am16IL ICGFSGGSCRTVCLISEVMAGKCYSSYLCCL 31 3254.9 0.7 0.95

Am17RV RCNLLNGVCRHTLCHSLEKYIGRCHRGLRNCCV 33 3828.6 4.96 -0.22

Am18DR DCHRQLGVCRSFLCFFFETTIGSCNRHQVCCR 32 3767.4 1.88 0.03

Am19DK DCKNRGGDCILHDTCLSTGEIIYAPCPRWLICCK 34 3798.5 -0.21 0

Am20HR HCLQKGGTCRYDDCEAGEEQIGTCYRQTMVCCR 33 3758.2 -1.2 -0.72

Am21QS QCLNLGGICLISVSLCDGVTIRLLGCNCCS 30 3071.7 -0.3 1.22

Am23SK SCRFSGGYCIWNWERCRSGHFLVALCPFRKRCCK 34 4070.8 5.79 -0.21

As1NK NCKRSGAICRVGFCFGGEVKLGSCAFLRPCCK Alligator sinensis 32 3411.1 4.7 0.32

As2HR HCKRNDSNCRHTPCKPEERIIGWCLSTHVCCR 32 3783.4 2.97 -0.89
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As3FV FCSRRGVCKSRCSGNENSSRRCRNRQRCCV 30 3509.0 7.7 -1.2

As4VK VCRVLLGVCRPFRCLRNEHTIGSCSSNHACCK 32 3563.2 3.88 0.12

As5LI LCKLNGGSCFLRSCPRQFVSFGTCTRECMCCI 32 3564.3 2.69 0.42

As6IV ICGFSGGSCRTSCSSNEVMAGKCYGSYLCCV 31 3173.7 0.7 0.41

As7IV ICSYSGGSCRPRCTGHEVMVGKCYGTFICCV 31 3317.9 1.79 0.38

As8HQ HCQQNKGQCFKHICPPNTKYIGSCKQLGNCCQ 32 3610.2 3.87 -0.83

As9WL WCGWKGGYCRHHCKEKERKTGLCTVNYVCCL 31 3662.3 3.87 -0.58

As10AS ACRSQQNFCRLGTCPPTFEASGTCHNGALLCCS 33 3477.0 0.79 -0.04

As11RR RCRKGLFCRPKCGRKEHVIGTCPKGLICCR 30 3419.2 7.79 -0.39

As12VK VCRSAGGQCQMGTCLSGEVRIGDCFTPVILCCK 33 3436.1 0.7 0.52

As13QK QCRSNHGHCRRLCFHGERWIGNCNGGHQHCCK 32 3735.2 4.14 -1.14

As14TR TCTKNNGTCSFMLCPIFMKAIGTCYDGAAKCCR 33 3553.3 2.7 0.25

As15ER ECWNRGGDCRPHGSCRPGSVIPVRCPYRTVCCR 33 3721.3 3.79 -0.64

As16IV ICGFSGGSCRTVCLISEVMAGKCYGSYVCCV 31 3196.8 0.7 0.99

As17PV PCNLLNGVCRHTLCHSLEKYVGRCHHGLRNCCV 33 3736.4 3.05 -0.1

As18DR DCHTQLGVCRRFLCFPFEKTIGSCNRQQVCCR 32 3749.4 2.79 -0.21

As19DR DCKNRGGDCILHDTCLSTGEIIYAPCPRWLICCR 34 3826.5 -0.21 -0.02

As20HR HCLQKGGTCRYDDCEAGEEQIGTCYRQTMVCCR 33 3758.2 -1.2 -0.72

As21QS QCLNLGGICLISVSLCDGITIRLLGCNCCS 30 3085.7 -0.3 1.23

As22HK HCRCSGTMCQTEFCFRGEVKLGSCTFLHPCCK 32 3613.3 1.87 -0.02

Cp1SK SCRRSGATCRVGFCFGGELRLGSCAFLRPCCK
Crocodylus 

porosus
32 3442.1 4.7 0.19

Cp2HV HCKKNDPNCRYNPCRFQERIVGWCLSSHVCCV 32 3796.4 2.88 -0.54

Cp3FI FCFRRGVCKSRCSRNEDSARRCRNRQHCCI 30 3648.2 6.79 -1.08

Cp4VK VCRILLGVCRFSRCRKNERTIGSCSSSRACCK 32 3593.3 6.7 -0.08

Cp5LI LCKLNGGSCFLRSCPRKFVSFGTCTRECMCCI 32 3564.3 3.69 0.41

Cp8HQ HCRSQNGNCYQYACPPNTKYIGSCNKLGNCCQ 32 3569.0 2.78 -0.91

Cp9WH WCGWKGGYCRHHCKKEERKTGWCTTNYVCCH 31 3761.3 3.96 -1.11

Cp10AS ACRNQGNFCRLGTCPPTFEGTGTCNNGALLCCS 33 3409.9 0.7 -0.1

Cp12VK VCRTAGGQCRMGICLSGEVRIGDCFIPVILCCK 33 3502.3 1.7 0.81

Cp13QK QCRNNHGHCRRLCFHGEQWIGNCNGRHQHCCK 32 3833.3 4.14 -1.32

Cp14TR TCTKNNGTCAFMLCPIFMKAIGTCYDGAAKCCR 33 3537.3 2.7 0.33

118



Cp15SR SCLDRGGRCIRYNTCHPNLIINARCPHQTVCCR 33 3774.4 3.88 -0.36

Cp17RV RCNLLNGVCRHTLCHSLEKYVGRCHRGLRNCCV 33 3814.5 4.96 -0.22

Cp18DR DCHRKLGICRHVFCNLFEITIGYCNRHHVCCR 32 3847.6 3.05 -0.04

Cp19DR DCKDRGGDCILHDTCLSSGEVIYAPCPRWLICCR 34 3799.4 -1.21 -0.03

Cp20HR HCLQKGGTCRYDDCEAGEEQIGTCYRQTMVCCR 33 3758.2 -1.2 -0.72

Cp21QT QCLNLQGTCLLTVGFCNGITIRLLGCDCCT 30 3176.8 -0.3 0.91

Cp23SK SCRSFGDHCIWNWERCRSGRFLAVPCPFRKRCCK 34 4105.8 5.79 -0.56

Gg1SK SCRRSGATCRVGFCFGGELKLGSCAFLRPCCK
Gavialis 

gangeticus
32 3414.1 4.7 0.21

Gg2YV YCKKHDRNCRYNPCRIQERRAGWCLSSHVCCV 32 3885.5 4.87 -0.87

Gg3FV FCFRRGVCKSRCSRNEDSARRCRNRQHCCV 30 3634.2 6.79 -1.09

Gg4VK VCRVLLGVCRFSRCQKNERTIGSCSSRRACCK 32 3620.3 6.7 -0.18

Gg5LI LCKLSGGSCFLRSCPRKFVSFGTCTRECMCCI 32 3537.3 3.69 0.49

Gg8HQ HCQSRKGQCFQHTCPPNTKYIGSCNQLGNCCQ 32 3585.1 2.87 -0.92

Gg9WH WCGWKGGYCQHHCKKEEHKTGWCTMNYVCCH 31 3744.3 2.05 -0.95

Gg10AS ACRNQGNFCRLRTCPPTFEGTGTCHNGALLCCS 33 3532.0 1.79 -0.21

Gg12IK ICRTAGGQCRMGTCLSGEVRIGDCFSPVILCCK 33 3478.2 1.7 0.5

Gg13QK QCRNNHGHCRRLCFHGEQWIGNCNGRHQHCCK 32 3833.3 4.14 -1.32

Gg14TR TCMKNNGTCSFMLCPIFMKAIGTCYDGEAKCCR 33 3641.4 1.7 0.17

Gg15SR SCLDMGGRCVRYDICHPNFVINARCPHRTVCCR 33 3796.5 2.88 -0.08

Gg17RV RCNLLNGVCRHTLCHSLEKYVGRCHRGLRNCCV 33 3814.5 4.96 -0.22

Gg18DR DCHRQLGICRCFICNLFEITIGSCNRNHVCCR 32 3728.4 1.87 0.16

Gg19DR DCKDRGGDCILHDTCLSTGEVIYAPCPRWLICCR 34 3813.4 -1.21 -0.03

Gg20HR HCLQKGGTCRYDDCEAGEEQIGTCYRQTMVCCR 33 3758.2 -1.2 -0.72

Gg21QS QCLNLQGTCLFSVSFCSGITIRLLGCNCCS 30 3184.8 0.7 0.95

Gg23SK SCRFSGGHCIWNWERCRSGRFLAAPCPFRKRCCK 34 4019.7 6.79 -0.54

CFBD1
FAVWGCADYRGYCRAACFAFEYSLGPKGCTEGYVC

CVPNTF
Cynops fudingensis 41 4527.2 -0.3 0.27

PopuDef
GASPALWGCDSFLGYCRIACFAHEASVGQKDCAEG

MICCLPNVF

Rhacophorus 

puerensis
44 4642.4 -2.21 0.51

TBD-1
YDLSKNCRLRGGICYIGKCPRRFFRSGSCSRGNVCCL

RFG
Emys orbicularis 40 4550.4 7.7 -0.29

PsBD2 KSIILCRLKGGWCYPQQCPYFRRQIARCCSRHVCCK Pelodiscus sinensis 36 4305.2 7.77 -0.27
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AcBD15
QGPHDDTIACGRGGGSCQPVPCRGLSVEAGTCQG

GTMKCCK
Anolis carolinensis 41 4066.6 0.79 -0.39

AcBD27
KRPTSDLECQKAKGLCLHQRCRRPWRSVGTCNNLQ

HHCCQRGTHLPPMIPTANQEYRRK
59 6940.0 9.05 -1.19

AvBD1
GRKSDCFRKNGFCAFLKCPYLTLISGKCSRFHLCCKRI

WG
Gallus gallus 40 4644.6 7.78 -0.1

AvBD2
LFCKGGSCHFGGCPSHLIKVGSCFGFRSCCKWPW

NA
36 3921.6 3.87 0.21

AvBD7
QPFIPRPIDTCRLRNGICFPGICRRPYYWIGTCNNGIGS

CCARGWRS
47 5376.3 5.7 -0.29

AvBD11

LPRDTSRCVGYHGYCIRSKVCPKPFAAFGTCSWRQKT

CCVDTTSDFHTCQDKGGHCVSPKIRCLEEQLGLCPLK

RWTCCKEI

82 9288.8 5.91 -0.38

HBD1 DHYNCVSSGGQCLYSACPIFTKIQGTCYRGKAKCCK Homo sapiens 36 3934.6 3.78 -0.27

HBD2
GIGDPVTCLKSGAICHPVFCPRRYKQIGTCGLPGTKC

CKKP
41 4334.2 5.78 -0.1

HBD3
GIINTLQKYYCRVRGGRCAVLSCLPKEEQIGKCSTRGR

KCCRRKK
45 5161.2 10.7 -0.7

HBD4
EFELDRICGYGTARCRKKCRSQEYRIGRCPNTYACCLR

KWDESLLNRTKP
50 5988.9 5.71 -1.01

Long.: longitud (número de aminoácidos); M.M.: masa molecular teórica reducida en Daltons; 
Carga: escala de Kyte-Doolittle; I. Hid.: índice de hidrofobicidad (escala de Bjellqvist).
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Tabla S3: Masas moleculares y tiempos de retención de las isoformas oxidadas de las variantes 

de β-defensinas purificadas. RT: tiempo de retención en los cromatogramas RP-HPLC. La masa 

oxidada y reducida de cada isoforma en Daltons fue determinada por ESI-MS.

Variante 

sintética

Nombre de la

isoforma

Tiempo de retención 

(min)

Masa oxidada 

(Da)

Masa reducida 

(Da)

Am2HR Am2-P2 60.9 3814.16 3820.77

Am2-P3 62.4 3815.02 3820.77

Am11RR Am11-P1 40.9 3384.32 3390.93

Am11-P3 51.3 3385.11 3390.93

Am11-P4 55.7 3384.59 3390.93

Am11-P5 59.3 3384.92 3390.93

Am17RV Am17-P1 59.5 3821.23 3828.07

Am17-P2 69.1 3821.28 3828.07

Am17-P3 69.6 3821.88 3828.07

Am23SK Am23-P1 61.5 4063.55 4070.12

Cp13QK Cp13-P1 47.4 3826.27 3833.05

Cp13-P3 48.3 3827.31 3833.05
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Figura S1: Actividad antibacteriana de Am23SK y HBD3. La actividad antimicrobiana contra bac-
terias Gram-negativas y Gram-positivas se evaluó en medio TSB 5 % al cabo de 24 horas de trata-
miento con varias concentraciones de péptido. El antibiótico Polimixina B se utilizó como control 
contra S. Typhimurium (ATCC 14028) (A), E. cloacae (218R1) (B) y A. baumannii (Ab5075) (C), 
mientras que la Tobramicina se empleó contra S. aureus (SAP0017) (D). Los valores se presentan 
como por ciento de crecimiento planctónico en relación al control de crecimiento. Los datos se 
muestran como la media de al menos tres experimentos independientes, y las barras de error re-
presentan el error estándar de la media. Las concentraciones de tratamientos más bajas a las que 
no se recuperaron colonias individuales del sobrenadante de la placa se indican con un triángulo 
( ) coloreado.▼
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Figura S2: Actividad antibacteriana de las isoformas de β-defensinas de cocodrilianos. La activi-
dad antimicrobiana contra bacterias Gram-negativas y Gram-positivas se evaluó en medio TSB 
5 %, al cabo de 24 horas de tratamiento con varias concentraciones de péptido. Los valores se 
presentan como porcentaje de crecimiento planctónico en relación con el control de crecimiento. 
Los datos se muestran como la media de tres experimentos independientes, y las barras de error  
representan el error estándar de la media. Las concentraciones bactericidas se indican con un 
triángulo ( ) coloreado según la isoforma específica.▼
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Tabla S4: Secuencias de catelicidinas identificadas en A. mississippiensis, A. sinensis, C. porosus 

y G. gangeticus. 

Nombre Secuencia Especie

Am-CATH1

MGRWGWGVLLGLAMLVASASASQHKMLSYEEAVSLAVDFYNQEPGIDHAFRLLRAD

PQPAWDMTSKPRQELQFVVRETVCPRAQDPPASECDFKDNGLVRNCTGLFSMERESP

TVIITCDTVTPEQHVRVTRSERRNGHKRRRGSGSRRGQYSSTKHGGRKHPRKRPGSGS

RLGHETPHVAPIDKGHVG

Alligator 

mississippienssis

Am-CATH11

MLVASASASQHKMLSYEEAVSLAVDFYNQEPGIDHAFRLLRADPQPAWDMTSKPRQE

LQFVVRETVCPRAQDPPASECDFKDNGLVRNCTGLFSMERESPTVIITCDTVTPEQHVR

VRRSGWWNRSKRRRGSGSRRGRFSHIAHGGRKGHERIARV

Am-CATH3

MGCRGWGVLLGLATLVAAASASQRKMLTYREAALFAVDFYNRQPGIDHTFQLLSVEP

QPVPDTTSKSRQEVRFVVCETVCPQADNHPDSECNIKFNGLVRNCMWLLSTEHKLPT

SIITCDTVTPGKHVPANPKLKPGKGPGRHPSSGIWRGQGTPFSLPITKKPVG

Am-CATH5

METCLCLLLLLGVATAVATAQAQAQAQTQSQSQAGYEDAVTTAVDIFNQESGLPQAYR

LLEAEPQSEWNPSSQAAQPLKFSVKETVCPIAQKGNLKQCDFKENGLVKDCSGLFTA

GKKPPVTAVKCEDTSQEPELVTRRKFWKKILNGALKIAPFFLG

Am-CATH6

MKSCWALVLLVGCMASAATAQSQLNFNEAVSLAVDFYNRGLAVNNTFQLLRTAPSG

DVVSSPSEFRRLNFTIMETTCPVGSQPTQELCQFKENGLVRACVGFFSTQQVAPLIVVT

CEEAPSEPVRVTRWLWLLRGGLKAAGWGIRAHLNRNQ

Am-CATH8

APPAPALSSYQEALAAAVNTYNQESGLPQAYRLLEAEPQPQWDPSSQPAQPLKFSIKE

TECLVSEKRDVSQCPFKDKGLVKDCKGLYAEEKEPPVITAKCEDAGQEPQLVKRVNWP

KVGRTVLRFLPYILGG

As-CATH7
NPPQDLASQPVQPLKFSIKETECLVSEKRDISQCPFKDKGLVKDCAGIYSAEKKPPIVTA

NCEDAGQGPQLVKRVNWRKVGRNTALGASYVLSFLG
A. sinensis

As-CATH8
NPPQDLASQPVQPLKFSIKETECLVSEKRDISQCPFKDKGLVKDCKGLYAEEKEPPVITAK

CEDAGQEPQLVKRVNWAKVGRTALKLLPYIFG

Cp-CATH10

MGRRGWVVLLALATLAAGALGSQHRTLSYEEAVSLAVNFYNQGPGIDHAFRLLRADP

QPAWDMTSQPRQELRFVVRETVCPRAQDPPASECDFQDNGLVRNCTGLFSTERESPT

VIITCDTATPGQHARVRRSGWRDRIKRHRGSDSRLGYMTPFSTNINKG

C. porosus

Cp-CATH3

MGRRGWVVLLGLATLVAAALASQRKLLSYGEAASFAVDFYNQQPGVDHTFRLLDVEP

QPAWDTMAKSCQEVRFVVRETVCPWTHKLPASECDFKDNGLVRNCTWLFSTKLKLPA

SIITCDTMTPGKDIHAKPKPKPGKDERGRPGSGSWIGKGTPFSFPITKKPVG

Cp-CATH5

MGTCLRLLLVLGVATAGLTPPARAQAQAQAQAQAQASYETAVATAVDIYNQEPGLAQA

YRLLEAEPQDSWNPASQAAQPLKFTVKETTCPIAQKGNLQQCDFKENGLIKDCSGLFT

AGKKPPVTDVKCVDASQEPELVTRKKWWKKVLKGAIKTALK

Cp-CATH7
AFPRTPQDLASQPVQPLRFSIKETTCLVSEKRDVRQCPFKDEGLVKDCTGIYSAEKKPPIV

TAVCKDAGQEPELVKRVNWRKIGLGASYVMSWLG
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Gg-CATH2

MGRRGWVVLLGLATLVAVALGSQHKTLSYEEAVSLAVSFYNQGPGIDRAFRLLRADPQ

PAWDMTSKPRQELRFVVRETVCPRAQDPPASECDFKDHGLVRNCTGLFSMERESPTVII

TCDTVTPGQHVRVRRSGWWDWIKGRRGSGSRRGRFTHIAHGGSKGHGNNGNIA

G. gangeticus

Gg-CATH4

MQTCWVVLLLLLPLLGAASTDLPTPGTDLPQPMPSYAQALATAVDVYNQGSGVDAAF

QVLEAESRDDWDANEDPLRQLGFRLKETECPVGEDQPLDQCDFKDGGAVLDCTATF

SCSEASLMVLVTCQPAEPPPTRDRRGLFKKLRRKIKKAFKKVFKRLPPVGVGVSIPLSGHR

Gg-CATH5
SPQNPSSQAAQPLKFSVKETVCPIAQKGNLQQCNFKENGLIKDCSGLFTAAKKPPVT

DVKCVDASQEPELVTRRKWWKKVLNGAIKIAPYILD

Gg-CATH6

MKSCWALVVLVGCMASTAAAQSQLNFNEAVSLAVDFYNRGLAVNNTFQLLRTAPEG

DVVSKPFEFRRLNFTIMETTCPVAGQLPSEPCQFKENGLVRACVGFFSAQQVAPLIVVT

CEEAPSEPVRVTRWIGLVRGGLKLAGWGLRTYLNRNR

Gg-CATH7

MQPCLRALLVLGAAVAVAMAVALPAPPAPAPKGYQEALAAAINTYNQESGLPQAYRLL

EAEPQPQWDPASQPVQPLKFSIKETTCLVSEKRDVSQCLFKDKGLVKDCTGIYSVEKQP

PIVTAVCKDAGQEPQLVKRVNWRKVGLGASYVMSWLG

Gg-CATH9

MGRRGWVVLLGLATLVAVALGSQHKTLSYEEAVSLAVSFYNQGPGIDRAFRLLRADPQ

PAWDMTSKPRQELRFVVRETVCPRAQDPPASECDFKDHGLVRNCTGLFSMERESPTVII

TCDTVTPGQHVRVRRSGRWDWIKGRRGSGSRRGHYSTIRRGGRKGSGR
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Tabla S5: Resumen de la predicción de las secuencias de catelicidinas identificadas A. mississi-

ppiensis, A. sinensis, C. porosus y G. gangeticus. 

Nombre Ensamble genómico Cadena Pos. inicial Pos. final Parcial Referencia

Am_CATH1 gi_397460297_gb_JH735204 - 83125 93242 No Este trabajo

Am_CATH11 AKHW03000909 + 2068 12185 N-term Este trabajo

Am_CATH3 gi_397456510_gb_JH738990 - 0 6010 No Este trabajo

Am_CATH4 gi_397462851_gb_JH732650 - 60 12217 N-term [11]

Am_CATH5 gi_397462851_gb_JH732650 - 24092 34308 No Este trabajo

Am_CATH6 AKHW03001069 - 5231 15336 No Este trabajo

Am_CATH8 AKHW03001069 - 33404 42943 N-term Este trabajo

As_CATH1 gi_555310491_ref_NW_005843086 - 367921 378020 No [12]

As_CATH2 gi_555311385_ref_NW_005842192 + 460 10559 No [12]

As_CATH3 gi_555311385_ref_NW_005842192 + 5263 15383 No [12]

As_CATH4 gi_555310491_ref_NW_005843086 - 0 6074 No [12]

As_CATH5 gi_555311385_ref_NW_005842192 + 25222 35432 No [12]

As_CATH6 gi_555311385_ref_NW_005842192 + 53173 63350 No [12]

As_CATH7 gi_555311385_ref_NW_005842192 + 12151 22328 N-term Este trabajo

As_CATH8 gi_555311385_ref_NW_005842192 + 16243 26462 N-term Este trabajo

Cp_CATH10 gi_698084222_gb_JRXG01071781 - 2052 12151 C-term Este trabajo

Cp_CATH3 gi_698053534_gb_JRXG01102469 - 0 6985 No Este trabajo

Cp_CATH5 gi_698089567_gb_JRXG01066436 + 4753 14996 No Este trabajo

Cp_CATH7 gi_698089567_gb_JRXG01066436 + 0 5837 N-term Este trabajo

Gg_CATH2 gi_699340657_gb_JRWT01256782 - 0 2350 No Este trabajo

Gg_CATH4 gi_699490068_gb_JRWT01141868 + 6112 13962 No Este trabajo

Gg_CATH5 gi_699490071_gb_JRWT01141865 + 0 4273 N-term Este trabajo

Gg_CATH6 gi_699490068_gb_JRWT01141868 + 0 7535 No Este trabajo

Gg_CATH7 gi_699518732_gb_JRWT01120362 + 0 7133 No Este trabajo
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Gg_CATH9 gi_699359619_gb_JRWT01242099 + 7 10103 C-term Este trabajo

Pos. inicial = coordenada inicial en pares de base (pb) de la secuencia en el ensamble; Pos. fi-
nal = coordenada final en pares de base (pb) de la secuencia en el ensamble; Parcial = muestra 
si la secuencia se identificó de manera parcial (N-terminal o C-terminal) o completamente (No).
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