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“PÉPTIDOS ANTIMICROBIANOS MODIFICADOS DE OXYSTERLINAS” 

 

La presente invención fue realizada en el marco del uso de recursos genéticos y 

productos derivados colectados en el corregimiento de Pueblo Tapao, 

departamento del Quindío - Colombia, con contrato de acceso a recursos 5 

genéticos en trámite, Auto 147 del 11 de Mayo del 2017 del Ministerio de Ambiente 

y Desarrollo Sostenible de Colombia, acogiéndose al art. 252 de la ley 1753 de 

2015. Como constancia de depósito de esta colecta se tiene un registro de los 

individuos colectados en la colección de Insectos de la Universidad del Quindío 

con ID del registro biológico número CIUQ12738 y además está el reporte ante el 10 

sistema información sobre biodiversidad de Colombia (SIB) con número de 

certificado 15C3FEF2A51.  

 

CAMPO DE LA INVENCIÓN  

 15 

La invención hace parte del campo del diseño de péptidos antimicrobianos que 

carecen de la toxicidad propia de las secuencias silvestres y pueden ser utilizados 

como antibióticos y desinfectantes.  

 

ANTECEDENTES DE LA INVENCIÓN 20 

 

Existe una necesidad urgente para desarrollar o encontrar nuevas moléculas con 

actividad antimicrobiana. La antibiótico-resistencia o pérdida de la capacidad de un 

antibiótico de controlar el crecimiento bacteriano, es un fenómeno mundial, que 

varía su comportamiento en el tiempo y el espacio. En el mundo, la resistencia a 25 

los antibióticos ha aumentado en los últimos años, especialmente por la 

emergencia y diseminación de enterobacterias y otros bacilos Gram negativos con 

resistencia a antibióticos carbapenémicos. Éste es un serio problema que se ha 

ido incrementando principalmente por el uso indiscriminado de antibióticos para el 

control de infecciones y por la disminución o poco desarrollo en investigación de 30 

nuevas alternativas terapéuticas. Esta es la razón por la cual la búsqueda de 

nuevos y potentes agentes antimicrobianos se ha convertido en una necesidad 

urgente para la salud pública mundial.  

 

Una restricción en el desarrollo de nuevos tipos de antibióticos han sido las 35 

dificultades en la búsqueda de nuevas estructuras con propiedades de baja 

toxicidad para el huésped y un amplio espectro de acción contra bacterias. Una 

alternativa viable  la  constituye  una  familia  de  compuestos de tipo protéico  
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denominados  péptidos  antimicrobianos ó péptidos de defensa del hospedero.  

Estos agentes hacen parte de la respuesta inmune innata de hospederos  

vertebrados e invertebrados y son potencialmente terapéuticos convirtiéndose en 

candidatos ideales para combatir patógenos de tipo bacterias, hongos, virus y 

protozoos [1] e incluso han mostrado capacidad para controlar el desarrollo de 5 

células tumorales [2].  

 

Una batería de péptidos antimicrobianos de amplio espectro son sintetizados de 

forma rápida y transitoria por el cuerpo graso en insectos [3], [4], [5]. Los genes 

que los codifican se sabe que se activan principalmente en el cuerpo graso y los 10 

hemocitos en diferentes insectos tras la infección bacteriana [6], por ello, los 

insectos se han convertido en un importante grupo de estudio de estas moléculas 

efectoras. Las cecropinas, por su parte son una familia de péptidos anfipáticos 

lineales de 3-4 kDa descritos en la hemolinfa de insectos a principios de los años 

ochenta [7] [8] [9]; éstas moléculas están desprovistas de residuos de cisteína y 15 

contienen generalmente dos segmentos: un dominio N-terminal fuertemente 

básico y una larga hélice hidrofóbica en el extremo C-terminal, unidos por una 

bisagra corta [10]. 

 

Las cecropinas fueron de los primeros péptidos antimicrobianos identificados. 20 

Inicialmente aislados de la polilla de la seda Hyalophora cecropia. Análogos de las 

cecropinas han sido aislados de una variedad de especies de insectos y 

mamíferos. La familia de las cecropinas contiene de 31 a 39 aminoácidos con un 

dominio N-terminal anfipático y un dominio hidrofóbico C-terminal. Numerosos 

análogos sintéticos de las cecropinas naturales han sido usados para elucidar la 25 

relación secuencia-actividad. La sustitución de los residuos prolina en el dominio 

N-terminal disminuye significativamente la actividad, indicando la importancia de la 

alfa hélice anfipática.  

 

Las cecropinas poseen una amplia actividad antimicrobiana contra las bacterias 30 

Gram-negativas y algunas Gram-positivas. Curiosamente son relativamente 

inactivas contra Staphylococcus aureus. Estas moléculas muestran una buena 

actividad contra protozoos como Leishmania, levaduras como Candida albicans y 

parásitos como Plasmodium falciparum; también han mostrado una buena 

actividad in-vitro contra líneas celulares tumorales. Estos péptidos muestran una 35 

baja toxicidad contra células eucarióticas y una actividad hemolítica relativamente 

débil.  

 



3 
 

El documento de patente CO13-140269 describe un péptido antimicrobiano de la 

familia de las cecropinas diseñado a partir de la secuencia de la cecropina de la 

mosca Lucilia sericata, con mejora de su carga y momento hidrofóbico, lo que le 

otorga actividad antimicrobiana mejorada, especialmente contra bacterias Gram-

negativas. Se describe la secuencia de aminoácidos que componen el péptido 5 

antimicrobiano, así como su actividad frente a diferentes micro-organismos. 

 

Dentro del Orden Coleoptera, se han aislado siete péptidos antimicrobianos en 

cinco especies, Zophobas atratus [12] [13], Tenebrio molitor [14] [15] [16] 

(Cucujoidea), Holotrichia diomphalia [17], Dichotomus dichotoma [18]. 10 

(Scarabaeoidea) y Tribolium castaneum (escarabajo de la harina) [19]. Otros 

estudios han identificado péptidos antimicrobianos de escarabajos, los cuales han 

sido caracterizados en diferentes familias de compuestos: Defensinas, 

Coleoptericinas, Cecropinas y péptidos antifúngicos [20] [21]. Particularmente, el 

escarabajo enterrador o necróforo Nicrophorus vespilloides tiene un péptido similar 15 

a cecropina con una longitud de 10 aminoácidos, reportado en NCBI con el acceso 

N° XP_017770017.  

 

Además de la actividad antimicrobiana, varias cecropinas mostraron actividad 

antiinflamatoria fuerte en macrófagos estimulados con lipopolisacáridos (LPS), 20 

realizando la interacción con LPS sobre la base de sus estructuras alfa-

helicoidales [22] [23].  

 

Sólo unos pocos péptidos antibacterianos han sido identificados a partir de un 

número limitado de especies de estiércol, que incluye un péptido de la larva de 25 

Copris tripartitus divulgado en el documento KR100790807, así como el péptido: 

CopA3 de esta misma especie [24], aunque estos documentos no enseñan el 

método de producción de estos péptidos en células recombinantes. De particular 

interés, es Oxysternon conspicillatum un escarabajo de estiércol; en su ciclo de 

vida las larvas se alimentan de los hongos, materia orgánica en descomposición, 30 

estiércol y otros materiales orgánicos encontrados en las pelotas de estiércol. Por 

lo tanto, es probable que O. conspicillatum se defienda contra la invasión de 

patógenos por medio de compuestos antimicrobianos.  

 

El documento EP0966481 por su parte, enseña la co-administración de péptidos 35 

catiónicos con un agente antibiótico y también proporciona análogos de 

indolicidina específicos. El análogo de péptido catiónico tiene uno o más 

aminoácidos alterados al correspondiente ácido D-amino, y en ciertas 
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realizaciones preferidas, el N-terminal y/o el aminoácido C-terminal es un D-

aminoácido, así como otro tipo de modificaciones de los enlaces peptídicos. 

Contempla de manera general usar como método de producción de los péptidos 

catiónicos un vector de expresión que comprende un promotor en unión operativa 

con la molécula de ácido nucleico que expresa el gen del péptido catiónico; y una 5 

célula huésped transfectada o transformada con el vector de expresión. 

 

Una de las limitantes del potencial farmacéutico de los péptidos antimicrobianos es 

su actividad citotóxica y hemolítica en su forma silvestre, por lo que es necesario 

diseñar péptidos antimicrobianos con bajos o nulos efectos sobre las células de 10 

mamíferos, pero que conserven su actividad sobre microorganismos.  

 

BREVE DESCRIPCIÓN DE LA INVENCIÓN 

 

La presente invención resuelve este problema al proveer un péptido 15 

antimicrobiano modificado, que presenta baja citotoxicidad en células eucarióticas, 

y especialmente en células de mamífero.  

 

En una modalidad, la presente invención provee un péptido antimicrobiano 

modificado representado por la Fórmula I: 20 

 

GSKRWRKFEKX11VKX14KX16X17EX19TKEALPVX27X28X29VX31X32VX34X35X36VGRX40Hn 

 

Este motivo funcional de fórmula I incrementa el efecto antimicrobiano, produce 

una disminución significativa en la actividad tóxica y hemolítica del péptido 25 

modificado. 

 

En otra modalidad de la invención, se proporcionan composiciones que contienen 

al menos un péptido antimicrobiano modificado. En una modalidad más preferida 

estas composiciones son de tipo farmacéutico, en otra modalidad estas 30 

composiciones son de tipo bactericida. 

 

Así mismo, la presente invención proporciona métodos para el tratamiento de 

enfermedades causadas por patógenos microbianos, incluidas enfermedades por 

agentes bacterianos y/o parasitarios.  35 

 

La invención también proporciona usos de los péptidos antimicrobianos o sus 

composiciones en el tratamiento de infecciones o en esterilización de superficies.  
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LISTADO DE FIGURAS 

 

Figura 1. Curva de prueba de tiempo de muerte de las Oxysterlinas 1, 2 y 3 contra 

E.coli. A) Oxysterlina 1 contra E.coli ATCC 35218, 1x CMI= 6,25µg/mL; B) 

Oxysterlina 2 contra E.coli ATCC 25922, 1x CMI= 6,25µg/mL; Oxysterlina 3 contra 5 

E.coli ATCC 25922, 1x CMI= 3,12µg/mL 

 

Figura 2. Actividad citotóxica de las oxysterlinas en células Vero, C1: oxysterlina 1, 

C2: oxysterlina 2, C3: oxysterlina 3.  

 10 

Figura 3. Actividad hemolítica contra eritrocitos humanos de los péptidos 

oxysterlinas, A) oxysterlina 1, B) oxysterlina 2, C) oxysterlina 3.  

 

Figura 4. Neutralización de LPS (lipopolisacarido) por parte de las Oxysterlinas, 

observando la producción de TNF alfa por parte de PBMCs estimulador con esta 15 

endotoxina de E. coli. A) Neutralización de Oxysterlina 1 (OX1); B) Neutralización 

de Oxysterlina 2 (OX2); C) Neutralización de Oxysterlina 3 (OX3). 

 

Figura 5. Actividad de migración celular. Se graficaron los cuatro datos (dos 

ensayos independientes por duplicado), tomando los datos como no parámetros y 20 

se graficó la mediana y el rango intercuartilico. Con tiempos de 18, 24, 30 y 48 

horas post-estimulo con la Oxysterlina correspondiente.  

 

Figura 6. Actividad angiogénica de las Oxysterlinas 1 y 3, mediante la formación 

de tubos capilares por células Endoteliales in-vitro. A) Número de tubos formados 25 

por las células endoteliales (EAhy926) con concentración de 6,25 y 0,625 µg/mL 

de la Oxysterlina 1; B) Número de tubos formados por las células endoteliales 

(EAhy926) con concentración de 3,12 y 0,312 µg/mL de la Oxysterlina 3. 
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DESCRIPCIÓN DETALLADA DE LA INVENCIÓN 

 

La presente invención proporciona péptidos antimicrobianos modificados 

denominados Oxysterlinas, cuya forma nativa es secretada/excretada por el 

escarabajo coprófago Oxysternon conspicillatum el cual se encuentra distribuido 5 

en Quindío, Colombia. Estos compuestos modificados son útiles para inhibir la 

infección o crecimiento de microbios patógenos, incluso con resistencia a 

antibióticos. Además, tales péptidos antimicrobianos modificados tienen actividad 

inmunomoduladora, neutralizando polisacáridos de la membrana celular bacterial.  

 10 

Las oxysterlinas, tienen una secuencia consenso amino terminal (GSKRWRKFEK 

(K / R) VK). Un alto punto isoeléctrico y relación hidrofóbica que varía de 35 a 41% 

y una estructura con hélice alfa. Además, coinciden en tener un extremo amino-

terminal anfipático y un extremo C-terminal hidrofóbico.  

 15 

Las Oxysterlinas aquí divulgadas, tienen un motivo funcional con la estructura de 

la fórmula 1: 

 

 GSKRWRKFEKX11VKX14KX16X17EX19TKEALPVX27X28X29VX31X32VX34X35X36VGRX40Hn 

donde: 20 

X11 es seleccionado entre R, K, Q, N 

X14 está ausente, o es KALEDAKEKLQEERVQ 

X16 es seleccionado entre I, V, L, M, F, A 

X17 es seleccionado entre F, V, L, I, A 

X19 es seleccionado entre E, H  25 

X27 es seleccionado entre V, I, L, M, F, A 

X28 es seleccionado entre Q, K, N 

X29 es seleccionado entre G, A,  

X31 es seleccionado entre V, A, L, I 

X32 es seleccionado entre A, T 30 

X34 es seleccionado entre A, V, L, I 
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X35 es seleccionado entre T, G,  

X36 es seleccionado entre A, V, L, I 

X40 está ausente, o es R 

n tiene entre 5 y 8 residuos de H.  

 5 

Las modificaciones realizadas respecto al péptido silvestre, se refieren a 

modificaciones en algunos de los aminoácidos de la secuencia, tal como se 

observa de los sustituyentes de la fórmula I. Además, se incluye en el extremo C-

terminal del péptido, una cola de histidinas.  

 10 

Así mismo, la invención contempla realizar modificaciones en este motivo 

funcional usando D-aminoácidos, en uno o más de sus residuos, siempre que no 

se altere su estructura α-hélice, por lo que por lo general esta forma de 

aminoácido se coloca no secuencial o consecutiva dentro del péptido.  

 15 

Este motivo funcional, tiene además tres formas preferidas aquí denominadas 

Oxysterlina 1 (SEQ N° 1), Oxyesterlina 2 (SEQ N°2) y Oxyesterlina 3 (SEQ N° 3).  

 

Igualmente, las secuencias nucleótidas de los péptidos divulgados son parte del 

alcance de la presente invención, estas secuencias serán evidentes para el 20 

técnico medio a partir de las secuencias aquí divulgadas y su simple 

transformación usando el código genético.  

 

Las oxysterlinas aquí divulgadas presentan actividad citotóxica contra bacterias, 

incluso en cepas clasificadas como resistentes a antibióticos convencionales. Sin 25 

embargo, estas oxysterlinas tienen una reducida citotoxicidad y actividad 

hemolítica en células de mamífero, lo que las hace ideales como antimicrobianos 

de uso en humanos.  
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Otra actividad descrita para las oxysterlinas aquí reveladas es la neutralización de 

lipopolisacáridos presentes usualmente en bacterias, lo que les permite tener una 

efectiva detección y control de éstas.  

  

Así mismo, las oxysterlinas reveladas estimulan la cicatrización de heridas, entre 5 

otras estimulando la migración de queratinocitos e incrementando la actividad 

angiogénica hacia el punto de incisión.  

 

Composiciones de péptidos antimicrobianos 

 10 

La presente invención incluye composiciones que contienen uno o más péptidos 

antimicrobianos. En una modalidad preferida estas composiciones son de tipo 

farmacéutico, en otra modalidad de la invención estas composiciones son de tipo 

bactericida y/o bacteriostático.  

 15 

Las composiciones de la invención contienen al menos uno de los péptidos aquí 

divulgados, así como adyuvantes, vehículos, diluyentes y excipientes 

farmacéuticamente aceptados. Una composición preferida es la que contiene un 

péptido oxysterlina en concentración de 0.2 a 20 µg/mL.  

 20 

Las composiciones pueden estar en una forma de dosificación farmacéutica 

sólida, líquida, gel y combinaciones de las mismas.  

 

Además, en una modalidad preferida de la invención pueden comprender 

adicionalmente  un antibiótico. El antibiótico puede ser cualquiera de las opciones 25 

farmacéuticas disponibles, preferiblemente seleccionadas  de aminoglucósido, 

penicilina, cefalosporina, fluoroquinolona, tetraciclina y macrólidos. 

 

Así mismo, la presente invención proporciona métodos para el tratamiento de 

enfermedades causadas por patógenos microbianos, incluidas enfermedades por 30 

agentes bacterianos y/o parasitarios, mediante la administración por vía parenteral 
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y/o tópica a un sujeto de compuestos terapéuticos, por ejemplo, composiciones y/o 

formulaciones farmacéuticas que comprenden uno o más péptidos antimicrobianos 

de la invención.  

 

La invención también proporciona un método para inhibir el crecimiento de 5 

bacterias, incluyendo poner en contacto las bacterias con una cantidad eficaz 

inhibidora, bacteriostática o bactericida de al menos un péptido de la invención, o 

en combinación con al menos un antibiótico. Las clases de antibióticos que 

pueden utilizarse en la terapia sinérgica con los péptidos de la invención incluyen, 

pero no se limitan a aminoglucósido, penicilina, cefalosporina, fluoroquinolona, 10 

tetraciclina y macrólidos. 

 

Usos de los péptidos antimicrobianos modificados 

 

Los péptidos antimicrobianos modificados fueron ensayados en su capacidad para 15 

neutralizar lipopolisacáridos en E. coli, así como su capacidad para generar 

migración celular y angiogénesis, mostrando resultados positivos.  

 

También se realizaron ensayos que muestran su capacidad para estimular la 

cicatrización o regeneración celular en la epidermis.  20 

 

Además, al menos una de las oxysterlinas aquí divulgadas tienen actividad 

antimicrobiana contra E.coli, incluso en cepas que presentan resistencia a 

fármacos; E. cloacae, Salmonella typhi, K. pneumonie, P. aeruginosa y S. 

saprofítico. 25 

 

La Oxysterlina 3 mostró un amplio espectro de acción antimicrobiano sobre 

microorganismos patógenos y ausencia de actividad hemolítica, señalándolo como 

un candidato para desarrollar nuevos agentes terapéuticos a utilizarse en primera 

instancia en heridas que no cicatrizan como las ulceras de pie diabético y las 30 

ulceras varicosas.  
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EJEMPLOS 

 

Ejemplo 1. Actividad antimicrobiana de los péptidos  

 5 

El péptido Oxysterlina 1 se ensayó en cuanto a la actividad antimicrobiana contra 

E. Coli ATCC35218. El péptido tenía una CMI de 1,42 µM (6,25 µg/mL). La 

Oxysterlina 1 mostró actividad contra las bacterias resistentes a múltiples 

fármacos, a saber, E. coli ESBL, E. cloacae, y Salmonella typhi; Con CIM de 1,42 - 

2,84 μM (6,25 a 12,5 μg/mL) (Tabla 1).  10 

 

Se analizó la actividad antimicrobiana del Oxysterlina 2 contra algunos Gram 

positivos, Gram negativos y hongos. Se encuentra que Oxysterlina 2 es activo con 

una CMI de 7,9 µM (50 µg/mL) contra E. coli ATCC 25922 y 3,9 µM (25 µg/mL) 

contra K. pneumonie ATCC BAA1705 UPC (+). Pero no tenía actividad contra P. 15 

aeruginosa ATCC 105663, S. saprofiticus (aislado clínico), S. aureus (aislado 

clínico) y Candida parapsilosis ATCC 22019 (Tabla 1). 

 

Oxysterlina 3 tenía actividad antimicrobiana frente a E. coli ATCC 25922 con una 

MIC de 0,7 μM (3,12 μg/mL), K. pneumonie ATCC BAA 1705 UPC (+) con CMI de 20 

0,7 μM (3,13 μg/mL), P. aeruginosa ATCC 105663 con CMI de 2,8 μM (12,5 

μg/mL) y S. saprofítico (aislado clínico) CMI de 2,8 μM (12,5 μg/mL). Esta 

cecropina no era activa contra S. aureus y Candida parapsilosis ATCC 22019 

(Tabla 1). 

 25 

Tabla 1. Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) de las cecropinas oxysterlinas 1, 

2 y 3.  

CMI Oxysterlina 1 Oxysterlina 2 Oxysterlina 3 

Microorganismo µM µM µM 
E.coli ATCC25922 5.6 7.9 0.7 
E.coli ESBL 1.42 7.9 0.7 
Salmonella typhi –aislado clínico 1.42 NA 1.39 
Enterobacter cloacae - aislado 
clínico 

2.84 NA 0.7 
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Staphylococcus 
epidermidis –aislado clínico 

NA NA NA 

Staphylococcus 
aureus - aislado clínico 

NA NA NA 

Candida parapsilosis ATCC 
22019 

11.2 NA NA 

K.pneumonie ATCC BAA 1705 
UPC (+) 

NA 3.9 0.7 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 
105663 

5.6 NA 2.8 

Staphylococcus saprofiticus –
aislado clínico 

11.2 NA 2.8 

NA: actividad no detectada 

 

Ejemplo 2. Prueba de tiempo de muerte de microorganismos patógenos con 

oxysterlinas. 

 5 

Las Oxysterlinas 1, 2 y 3 tenían una actividad dependiente de la concentración 

contra E. coli ATCC35218 o 25922.  

 

Oxysterlina1 reduce el crecimiento por debajo del 20% a 5,6 μM (1 MIC), durante 

los primeros 20 minutos de incubación hasta los 120 minutos (Figura 1A). 10 

Concentraciones inferiores a 1,42 μM no inhibieron el crecimiento bacteriano 

mientras que las concentraciones por encima (2, 4 MIC) redujeron el crecimiento 

bacteriano completamente durante los 180 minutos del ensayo.  

 

Oxysterlina 2 mostró actividad antimicrobiana a 7,9 μM (1 MIC) con un 15 

comportamiento similar a Oxysterlina 1 (Figura 1B).  

 

Oxysterlina 3 reduce parcialmente el crecimiento bacteriano a 0,7 μM (1 MIC) con 

un comportamiento bacteriostático a esta concentración, pero en concentraciones 

más altas tiene una actividad bactericida con (2 y 4.6 MICs) (Figura 1C).  20 

 

Todas las oxysterlinas mostraron actividad bactericida en curvas de tiempo contra 

E. Coli ATCC 25922, a 2 MIC (Figura 4), estos resultados indican que esta clase 

de péptidos tiene un efecto microbicida rápido sobre la E. Coli ATCC 25922 a los 

20 minutos. 25 
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Ejemplo 3. Actividad citotóxica y hemolítica de oxysterlinas 

 

La actividad citotóxica de las oxysterlinas 1 y 3 en células Vero después de 24 h 

de incubación mostró una viabilidad celular superior al 80% en general con una 5 

ligera disminución a 500 μg/ml para ambas, mientras que la oxiesterlinas 2 no 

mostró actividad citotóxica en células Vero (Figura 2). El índice terapéutico (TI) 

para los oxysterlina 1 es 1,25;  oxysterlina 2  es 10; y oxysterlina 3 es 40,13.  

 

Por otra parte, la Oxysterlina 1 mostró actividad hemolítica contra eritrocitos 10 

humanos de 1000 a 125µg/ml con 17% a 13% de hemólisis, respectivamente. 

Oxysterlina 2 mostró actividad hemolítica en concentración de 1000 μg/ml con 

20% de hemólisis mientras Oxysterlina 3 no mostró actividad contra eritrocitos 

humanos (Figura 3). 

 15 

 

Ejemplo 4. Evaluación de la capacidad de neutralizar Lipopolisacarido (LPS) 

de E. coli in-vitro de las Oxysterlinas 1, 2 y 3.  

 

La habilidad de los péptidos para neutralizar o inhibir LPS fue evaluado a través de 20 

la habilidad de los mismos de inhibir la producción de TNF alfa en PBMCs 

estimulados con LPS. EL cultivo de PBMCs es sembrado con 250.000 células por 

cada pozo en platos de cultivo celular (Cellstar, greiner bio-one, cat-N°655180), los 

tratamientos fueron incubados por triplicado por 30 minutos con 10ηg/mL de LPS 

(Escherichia coli, LPS 026:B6, Sigma Aldrich L2654), con la Oxysterlina 1, 2 y 3 a 25 

concentraciones de 6,25 y 3,125 µg/mL, medio de cultivo como control de 

producción basal de TNF alfa y LPS a 10 ηg/mL como control de producción de 

TNF alfa. Las células fueron incubadas por 24 horas para la estabilizar el cultivo 

celular, posterior a los cuales fueron adicionados los tratamientos y fueron 

incubadas por 12 horas a 37ºC, 5% de CO2; los sobrenadantes fueron colectados 30 

y remplazados con medio de cultivo con 44µM de resazurin para evaluar la 
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viabilidad celular. Los sobrenadantes colectados fueron evaluados por la 

producción de TNFalfa por un ELISA (Human TNF-ɑ ELISA MAX, BioLegend) 

siguiendo las instrucciones de manufactura1.  

 

Brevemente, el Anticuerpo de captura será sembrado en el plato de 96 pozos e 5 

incubado toda la noche (18 horas) a 8ºC. El plato será lavado 4 veces con 300uL 

de buffer de lavado. Para bloquear uniones inespecíficas, se adicionarán 200µL de 

diluyente A 1X por pozo. El plato será incubado 1 hora a temperatura ambiente y 

lavado cuatro veces nuevamente, luego serán adicionados los estándares y 

muestras e incubados 2 horas en agitación, el plato será lavado cuatro veces y se 10 

adicionarán 100µL de anticuerpo de detección y se incubo por 1 hora a 

temperatura ambiente. Finalmente, el plato fue lavado 4 veces y se adicionó 

100µL de solución Avidina-HRP e incubar 30 min a temperatura ambiente, este fue 

lavado cinco veces y se adicionarán 100µL del sustrato TMB fresco e incubado en 

oscuridad por 15 minutos, la reacción será parada adicionando 100µL de solución 15 

de parada (ácido sulfúrico al 5%) y el plato fue leído a 450 y 570 ηm.  

 

Las Oxysterlinas 2, 3 y 4 a 6,25 µg/mL y 3,125 µg/mL disminuyeron la producción 

de TNF alfa en pg/mL de los PBMCs con respecto al control de células con LPS, 

por lo tanto, estas Oxysterlinas presentaron una actividad anti-endotoxina con 20 

Lipopolisacarido de E. coli in-vitro después de 12 horas de incubación. Sin 

embargo, la Oxysterlina 1 a 6,25 µg/mL y 3,125 µg/mL indujo mayor producción de 

TNF alfa que el control del LPS, por lo tanto se podría deducir una actividad 

inmunomoduladora a nivel de sinergia con el LPS para una posible actividad 

inflamatoria, ya que por sí sola no se observó inducción en la producción de 25 

TNFalfa (Figura 4).    

 

Ejemplo 5. Capacidad de las Oxysterlinas 1, 2 y 3 de inducir migración 

celular sobre queratinocitos humanos (Línea celular EAhy926).    

 30 
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El ensayo de ruptura in-vitro, es un ensayo de bajo costo y método bien 

desarrollado para medir migración celular in-vitro. Los pasos básicos involucrados 

para crear una incisión superficial en una monocapa celular, capturando las 

imágenes en el comienzo y en los intervalos regulares durante la migración celular 

para cerrar la incisión superficial, y comparar las imágenes para cuantificar la tasa 5 

migración de las células. Este  ensayo de incisión superficial in-vitro está 

particularmente adecuado para estudios en los efectos de matriz celular e 

interacciones célula – célula en migración celular, imitando la migración celular 

durante la cicatrización de una herida in-vivo y es compatible la captura de 

imágenes de células vivas durante migración para monitorear eventos 10 

intracelulares, si es deseado. Además, del monitoreo de migración de poblaciones 

homogéneas de células, este método también ha sido adaptado para medir la 

migración de células individuales en el borde delantero de la incisión superficial. 

Sin tomar en cuenta el tiempo de transfección de las células, el ensayo de incisión 

superficial in-vitro per se usualmente toma desde varias horas hasta toda la 15 

noche2. 

 

Para el ensayo de incisión superficial in vitro en presencia de las Oxysterlinas 1, 2 

y 3 sintéticas, las células de queratinocitos humanos (HaCaT, ATCC® PCS-200-

011™) fueron sembradas en condiciones de hiperglicemia (4,5 g/L D-Glucosa) en 20 

cajas de cultivo de 25 y 75cm2 (Corning, NY, USA) usando DMEM 1 X (Dulbecco’s 

Modification of Eagle´s Medium) con L-glutamina y piruvato de sodio, enriquecido 

con 10% (v/v) de suero fetal bovino (FBS, Corning cellgro, Manassas, VA, USA) y 

100 µg/mL de antibiótico penicilina/estreptomicina (100X, Corning cellgro, 

Manassas, VA, USA) a 37ºC y 5% de CO2 hasta una confluencia de 80-85%. 25 

Luego estas células fueron sub-cultivadas a 2,5*105 células/mL en platos de 24 

pozos (Thermo scientific, Dinamarca) a 37ºC y 5% de CO2 durante 24 horas hasta 

una confluencia de 95-98%. A cada pozo se le realizó una ruptura de la monocapa 

con una punta de 200 µL, lavado tres veces con buffer fosfato salino y tratado con 

mitomicina C a 3,5 µg/mL (Sigma, Aldrich, M0503) durante 2 horas para inhibir la 30 

proliferación celular, cada pozo fue lavado tres veces con buffer fosfato salino, y 
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re-cubierto con fibronectina (5 µg/mL) por una hora a 37ºC. Las márgenes fueron 

fotografiadas inmediatamente después de realizada la ruptura de la monocapa (0 

horas) tres veces por pozo. Luego, las células fueron tratadas con 

concentraciones de 2,47 µg/mL de la Oxysterlina 1; 50 µg/mL de la Oxysterlina 2; 

3,12 y 0,312 µg/mL de la Oxysterlina 3, por un total de 48 horas a 37ºC y 5% de 5 

CO2 en 2% de Suero Fetal Bovino (SFB), EGF (20ng/mL) como control de 

inducción de migración celular, medio de cultivo como control negativo de no 

inducción de migración, agua destilada estéril como control de vehículo. El área de 

migración celular fue observada bajo el microscopio invertido (Zeiss Axiovert 

200M) y las mismas márgenes fueron fotografiadas a las 18, 24 y 48 horas.  10 

 

Fueron capturadas tres imágenes por pozo y fueron tomadas las 10 longitudes de 

la anchura del área de cierre, utilizando el software axiovisión (Leica Application 

Suite, Software de imágenes versión 4.4.0). Luego se calculó el promedio de las 

10 longitudes por pozo, después se calculó el porcentaje de cierre de la herida 15 

donde, el tiempo 0 es 100% de herida abierta, siguiendo la siguiente fórmula: 

porcentaje de cierre de herida = 100- (PTX * 100 / PTt0). 

Donde:  

PTX: Ancho promedio de herida por pozo por cada tiempo.  

PTt0: Ancho promedio de la herida en el tiempo 0.  20 

 

Medido como el porcentaje de cierre de heridas en queratinocitos humanos (2  y 3 

ensayos independientes), los resultados muestran que las Oxysterlinas 1, 2, y 3 

inducen migración celular en la Línea Celular HaCaT a las diferentes 

concentraciones y tiempos evaluados (Figura 5).  25 

 

Ejemplo 6. Angiogénesis de la Oxysterlina 1 y 3.  

 

Por medio de esta metodología se observó la formación In vitro de tubos capilares 

por células endoteliales (EAhy926) en la matriz de una membrana basal, es un 30 

método in vitro poderoso para evaluar varios factores que promueven o inhiben 
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angiogénesis. Es para definir las rutas de señalización en angiogénesis, 

identificando los genes reguladores de angiogénesis y caracterizando las células 

endoteliales del progenitor. 

 

Para esto se utilizó extracto de membrana basal y se adicionaron 50 μl de extracto 5 

en cada pozo, con la finalidad de que el gel se extendiera completamente en el 

pozo y las células tuvieran una matriz sobre la cual puedan formar los tubos.  

Para este ensayo se utilizaron 15000 células por pozo y EBM-2 (Endothelial Basal 

Medium-2) el cual tuvo (DMEM 1X y SFB 0,5%) como vehiculo, VEGF (40ng/mL) 

como estimulante en la formación de tubos, FC (factores de crecimiento (50ng/mL) 10 

con VEGF (40ng/mL)) para inducir la formación de tubos y tratamientos con las 

diferentes concentraciones de los péptidos Oxysterlina 1 (6,25ug/mL y 

0,625ug/mL) y Oxysterlina 3 (3,12ug/mL y 0,312ug/mL).  

 

La actividad angiogénica de las Oxysterlinas 1 y 3 se pudo observar mediante la 15 

formación de mayor número de tubos en comparación con el control de vehículo 

(EBM-2), incluso se observó mayor número de tubos en los tratamientos con los 

péptidos que en los controles de crecimiento (FC y VEGF) (Figura 6).  
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LISTADO DE SECUENCIAS 

 

 

<110>  Universidad del Quindío 5 
  

<120>  Péptidos antimicrobianos modificados de Oxysterlina.  

 

<130>  Peptido oxysterlina 

 10 
<160>  4      

 

<170>  PatentIn version 3.5 

 

<210>  1 15 
<211>  43 

<212>  PRT 

<213>  Artificial sequence 

 

<220> 20 
<223>  Artificial antimicrobial peptide 

 

<400>  1 

 

Gly Ser Lys Arg Trp Arg Lys Phe Glu Lys Arg Val Lys Lys Ile Phe  25 
1               5                   10                  15       

 

 

Glu Glu Thr Lys Glu Ala Leu Pro Val Val Gln Gly Val Val Ala Val  

            20                  25                  30           30 
 

 

Ala Thr Ala Val Gly Arg His His His His His  

        35                  40               

 35 
 

<210>  2 

<211>  60 

<212>  PRT 

<213>  Artificial sequence 40 
 

<220> 

<223>  Artificial antimicrobial peptide 

 

<400>  2 45 
 

Gly Ser Lys Arg Trp Arg Lys Phe Glu Lys Lys Val Lys Lys Ala Leu  

1               5                   10                  15       

 

 50 
Glu Asp Ala Lys Glu Lys Leu Gln Glu Glu Arg Val Gln Lys Ile Val  

            20                  25                  30           

 

 

Glu His Thr Lys Glu Ala Leu Pro Val Ile Lys Ala Val Ala Thr Val  55 
        35                  40                  45               



20 
 

 

 

Val Gly Val Val Gly Arg Arg His His His His His  

    50                  55                  60   

 5 
 

<210>  3 

<211>  44 

<212>  PRT 

<213>  Artificial sequence 10 
 

<220> 

<223>  Artificial antimicrobial peptide 

 

<400>  3 15 
 

Gly Ser Lys Arg Trp Arg Lys Phe Glu Lys Arg Val Lys Lys Val Phe  

1               5                   10                  15       

 

 20 
Glu His Thr Lys Glu Ala Leu Pro Val Ile Gln Gly Val Ala Thr Val  

            20                  25                  30           

 

 

Val Gly Ala Val Gly Arg Arg His His His His His  25 
        35                  40                   

 

 

<210>  4 

<211>  136 30 
<212>  PRT 

<213>  Artificial sequence 

 

<220> 

<223>  peptide design 35 
 

<400>  4 

 

Met Arg Phe Pro Ser Ile Phe Thr Ala Val Leu Phe Ala Ala Ser Ser  

1               5                   10                  15       40 
 

 

Ala Leu Ala Ala Pro Val Asn Thr Thr Thr Glu Asp Glu Thr Ala Gln  

            20                  25                  30           

 45 
 

Ile Pro Ala Glu Ala Val Ile Gly Tyr Ser Asp Leu Glu Gly Asp Phe  

        35                  40                  45               

 

 50 
Asp Val Ala Val Leu Pro Phe Ser Asn Ser Thr Asn Asn Gly Leu Leu  

    50                  55                  60                   

 

 

Phe Ile Asn Thr Thr Ile Ala Ser Ile Ala Ala Lys Glu Glu Gly Val  55 
65                  70                  75                  80   
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Ser Leu Glu Lys Arg Glu Ala Glu Ala Gly Ser Lys Arg Trp Arg Lys  

                85                  90                  95       

 

 5 
Phe Glu Lys Arg Val Lys Lys Val Phe Glu His Thr Lys Glu Ala Leu  

            100                 105                 110          

 

 

Pro Val Ile Gln Gly Val Ala Thr Val Val Gly Ala Val Gly Arg Arg  10 
        115                 120                 125              

 

 

His His His His His His His His  

    130                 135      15 
 

 

 


