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1. RESUMEN 

En la acuicultura los organismos son cultivados en lugares confinados que alcanzan altas 

densidades, condición que los hace susceptibles a enfermedades causadas por agentes 

patógenos donde destacan virus, bacterias y hongos. En este trabajo se buscó aportar 

una alternativa al uso de antibióticos y vacunas en el combate contra patógenos 

endémicos de la acuicultura, mediante el diseño y creación de moléculas recombinantes a 

partir de componentes naturales del sistema inmune innato de invertebrados. Para esto se 

utilizó el enfoque del ADN recombinante y sistemas de expresion en Escherichia co/i. 

Se diseñaron y construyeron nuevas moléculas doblete del péptido antimicrobiano 

cecropina A de Drosophila me/anogaster combinando la secuencia codificante del gen 

CEC Al regular (CECdjr) con su forma invertida (CEC) con la configuracion ünica de 

CECdir CECret  y CECret CECdir. Estas dos moléculas recombinantes fueron generadas 

usando una reacción de PCR dirigido por tres primers donde una molécula hIbrida con la 

secuencia codificante de CECdjr  fue unida en fase con la secuencia codificante de CECret  Y 
viceversa. Para obtener estas construcciones se sintetizô quimicamente la secuencia 

codificante para generar un retropéptido de CEC con los mismos aminoâcidos de CEC, 

pero con la polaridad invertida. Ambos péptidos antimicrobianos dobles fueron clonados 

en vectores de expresión para su posterior recuperación desde E.coli, buscando de esta 

manera evaluar su eventual actividad antimicrobiana mejorada. Se propuso un 

mecanismo para rastrear los péptidos antimicrobianos generados con mayor actividad 

generados mediante una cepa uporosa  E609L utilizando el péptido señal periplasmático 

peiB, que liberara el contenido periplasmético al medio que permitiera su monitoreo. Por 

otro lado se logrô expresar el péptido recombinante en células E.coli BL2I (DE3) sin 

necesidad de recurrir a un péptido señal o proteina de fusion, integrado en el vector de 

expresión pET27b+. El péptido fue purificado obteniéndose un rendimiento importante 

desde cuerpos de inclusion, recuperândose ademés una actividad aumentada contra una 

variedad de patógenos comparada con la molécula parental monomérica y su retroforma. 

Este péptido además resultó tener baja citotoxicidad, como comprobado sobre la Ilnea 

celular de peces CHSE-214, elemento crucial para su potencial aplicaciOn terapéutica. Se 

intentô por otro lado por primera vez la expresión mediante el fago lambda CE6 para la 

expresión de péptidos antimicrobianos, debido al éxito mostrado en expresar otras 

proteinas extremadamente tOxicas. Adicionalmente ambos péptidos dobles, asi como los 

péptidos parentales fueron clonados y expresados en el vector de expresión pTYB1 1 en 

celulas de E.coli ER2566, recuperando Ia actividad antimicrobiana en péptidos solubles 

mediante el autoclivaje desde una protelna de fusiOn asociado al splicing de protelnas 

(inteinas). La actividad obtenida fue equivalente para ambos modelos. 
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4. INTRODUCCION 

Durante los ültimos años, se han registrado importantes incrementos en la cantidad de 

peces para consumo humano procedente de la acuicultura, la cual se estima que en 2006 

suministró cerca del 50 por ciento del total disponible para dicho consumo, segUn datos 

de la FAO. La producción de la acuicultura ha hecho aumentar la demanda y el consumo 

de varias especies de valor elevado, como camarones, salmones y bivalvos. Desde 

mediados del decenio de 1980, la producción de estas especies ha dejado de proceder 

principalmente de la captura silvestre para proceder principalmente de la acuicultura. Esto 

junto con el impacto de la sobrecaptura de los productos marinos, el crecimiento 

demográfico y los cambios de clima global, han dejado casi el 50% de los stock mannos 

completamente explotados alcanzando los limites de susteritabilidad, hacen de la 

acuicultura el ünico sector que puede cumplir con la demanda. Para Chile la acuicultura y 

mâs especIficamente la salmonicultura, se ha tornado en un nicho econômico, 

convirtiéndose en un productor y exportador de trucha y salmon a nivel mundial. Chile 

ocupa el segundo lugar de la producciôn de salmon cultivado en el mundo, solo 

aventajado por Noruega, representando en conjunto el 70%. SegUn datos del IFOP en su 

reporte del 2006, los retornos de las exportaciones en la acuicultura chilena alcanzaron 

los US$ 3.682 millones, de los cuales US$ 2.210 millones correspondieron a salmOnidos 

representando el 60% de la facturaciOn de toda la industria, y airededor del 5% de las 

exportaciones totales del pals. A esto hay que sumarle el crecimiento paulatino de otras 

especies que se incorporen a la actividad acuicola nacional, abriendo un abanico de 

posibilidades para este sector econOmico. Entre estas especies se encuentran Ostiones, 

Choritos, Ostras, Abalón y Turbot. Esto hace de la acuicultura un area de gran relevancia 

en la producciOn de alimentos en el presente y de gran proyecciOn econOmica. 

A pesar de la oportunidad económica de la acuicultura, hay varios factores que pueden 

impactar la producciOn acuIcola, siendo las enfermedades infecciosas el de mayor riesgo 

(Meyer, 1991; Bondad-Reantaso et al., 2005; Subasinghe, 2005). En la acuicultura chilena 

los organismos son cultivados en lugares confinados y en altas densidades (cultivos 

intensivos), condición que las hace susceptibles a enfermedades causadas por patOgenos 

oportunistas, lo que provoca un problema de supervivencia de los cultivos confinados 

viéndose seriamente afectados tanto en su viabilidad como en su sustento comercial 

(Raison y Jorgensen, 2002; Gornati et al., 2004). 
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Entre las patógenos a vigilar por el informe sanitano de Sernapesca del 2006, se 

encuentran la bacteria Gram-positiva Renibacterium salmoninarum causante de la 

"Enfermedad Bacteriana del RiñOn" (BKD), las bactenas Gram-negativas Yersinia ruckeri 

causante de la "Enfermedad Entérica de la Boca Roja" (ERM), Piscinckettsia salmonis 

causante de la "Septicemia Rickettsial del SalmOn" (SRS) Los virus IPN causante de la 

"Necrosis Pancreática Infecciosa" (IPN), el virus ISA causante de la "Anemia infecciosa 

del salmOn" (ISA), además de la saprolegniosis causada por el hongo Saprolegnia sp. que 

generan grandes pérdidas econOmicas en la salmonicultura chilena (Salmon icultura, 

2000). "Vibriosis" causada por la bacteria Gram-negativa Vibrio sp, es otra enfermedad 

que genera grandes perdidas especialmente al cultivo de moluscos (Robert et al., 1996) y 

crustáceos (Aguirre y Ascenclo, 2000). 

El uso de antibiOticos y vacunación ha aliviado parcialmente este problema, sin embargo, 

el uso indiscriminado de antibióticos ha generado resistencia en los patOgenos, residuos 

de antibióticos en los peces y daños al medlo ambiente (Dixon, 1994; Evelyn, 1996; 

Cabello, 2004). Por otro lado las vacunas involucran una manipulación estresante para el 

animal (Home, 1997; Carvajal, 2000), que además puede disminuir la respuesta 

inmunitaria y facilitar la infección por agentes patógenos (Kinkelin et al., 1991). Otro 

elemento a considerar es que no son ni aplicables en invertebrados mannos ni en 

estadios tempranos de peces que no presentan un sistema inmune completamente 

desarrollado (Tatner y Manning, 1985). Además requieren tiempos más prolongados de 

respuesta inmunolOgica, especialmente bajo condiciones subOptimas (como bajas 

temperaturas) y generalmente sirven sOlo para un patogeno deterrninado (Jia et ai, 2000; 

Noga, 2001). As[ mismo la protecciôn suministrada por las vacunas no es siempre 

completa, como lo demuestran los numerosos brotes de SRS en salmon del atlãntico del 

2002, observándose una eficacia parcial de las vacunas para combatir la enfermedad 

(Aquanoticias, 2003). Esto ha llevado a la büsqueda de alternativas a los antibióticos y 

vacunas. 
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5. REVISION BIBLIOGRAFICA 

La inmunidad innata desempeña un papel especialmente importante en la defensa de 

organismos maririos cultivables (Sakai, 1999; Whyte, 2007). Esto dado que los peces no 

presentan un sistema inmune especifico completamente desarrollado, sobretodo en 

estadios tempranos juveniles, asI como los invertebrados marinos, como crustáceos y 

moluscos, donde la inmunidad innata es el ünico mecanismo inmunológico por el cual se 

protegen contra las enfermedades, al carecer de la inmunidad especifica (Josefsson y 

Tatner, 1993; SOderhall y Cerenius, 1992). En este sentido el sistema inmune innato 

presenta una serie de ventajas en comparaciôn con el sistema inmune especifico. La 

naturaleza inespecIfica del sistema inmune innato le confiere un amplio rango de actividad 

antimicrobiana, que permite una protección contra multiples patógenos a la vez, a 

diferencia de la inmunidad especifica que solo reconoce un antigeno/patOgeno especifico. 

Estas defensas muchas veces se encuentran activas en forma constitutiva, lo que bnnda 

una protección constante ante patOgenos. Estas defensas son generalmente abundantes 

en los portales de entrada (piel, agallas y tubo digestivo), pudiendo as! evitar la invasiOn 

del patógeno antes de que ocurra daño. Este sistema es râpidamente inducible (dentro de 

horas o pocos dias), lo que permite responder rápidamente ante un patOgeno, a diferencia 

de las respuestas inmunes especificas que requieren mucho más tiempo para responder 

(Noga, 2001). 

En este respecto el descubrimiento de una nueva generación de moléculas con actividad 

antimicrobiana, Ilamadas péptidos antimicrobianos (AMPs), propios del sistema inmune 

innato que presentan una râpida acción y una poderosa actividad antimicrobiana contra 

un amplio rango de patógenos (Scott y Hancock, 2000; Tossi et al., 2000), ha permitido 

centrar la atención en ellos como una altemativa natural de profilaxis. Purificar AMPs, a 

partir de los organismos que los sintetizan, para su aplicaciôn a cultivos confinados como 

una alternativa a los antibiôticos clásicos, podria ser la base para desarrollar 

tecnologIas nuevas y más eficientes para el control de enfermedades que afectan los 

cultivos disminuyendo significativamente la producción. 

Los AMPs son tipicamente catiónicos y anfipãticos, de doce a den residuos 

aminoacidicos, presentan una gran diversidad (Cudic y Otvos, 2002; Zasloff, 2002; Tossi y 

Sandri, 2002), y es posible encontrar una gran vanedad de ellos en un mismo huésped 



(Hancock, 2001). Todos los AMPs son sintetizados como prepropéptidos, siendo el 

péptido maduro el que posee actividad (Zasloff, 2002). Ellos tienen dos tipos de roles en 

la inmunidad innata: Primero, son capaces de matar microbios, actividad que es 

aumentada por sinergia entre péptidos individuales dentro del huésped (LUders et al., 

2003), o por sinergia entre estos péptidos con otros factores del huésped, como la 

lisozima (Hancock y Scott, 2000). Segundo, ciertos péptidos han mostrado tener actividad 

inmunoestimuladora o quimiotáctica al facilitar la función de células fagocIticas (Fu et al, 

2004; Scott et al., 2002; Yang et al., 2000). Estos "antibiôticos naturales" son 

almacenados en gránulos de células fagocIticas de los eucanotas (neutrôfilos y 

macrofagos), para ser liberados al fagosoma o al medio extracelular, para matar o 

contener el crecimiento de patogenos invasores. Células epiteliales pueden producir y 

liberar constitutivamente estas sustancias, especialmente en las superficies mucosas, 

controlar la microflora local y prevenir infecciOn de lesiones (Tossi y Sandri, 2002). Estos 

péptidos antimicrobianos se han aislado de virtualmente todas las especies vivas, 

incluyendo Ia gran maycria de los organismos marinos cultivables (Khoo et al., 1999; Mitta 

et al., 2000; Cole et al., 1997). 

Los péptidos antimicrobianos tienen como blanco la membrana celular microbiana que los 

distingue de las células animales por estar organizadas de tal forma que la cara expuesta 

de su bicapa lipidica, está poblada de lipidos cargados negativamente. En contraste, la 

cara expuesta de las membranas de las células animales están compuestas por Ilpidos 

sin carga neta, con los lipidos de carga negativa ubicados en la cara intema, hacia el 

citoplasma (Matsuzaki, 1999). Esto es de gran relevancia, dado que perrnite atacar en 

forma selectiva a los microorganismos, sin generar citotoxicidad en los animales. Esta 

caracterIstica es aprovechada por la naturaleza catiônica y anfipática del péptido, que con 

su regiOn hidrofilica cargada positivamente, segregada de la region hidrofóbica del 

péptido, puede interactuar electrostáticamente e hidrofóbicamente con la membrana 

microbiana. La cationicidad favorece la interacción inicial con la membrana externa 

hidrofIlica cargada negativamente, mientras que la regiOn hidrofObica del péptido favorece 

su inserciOn en la componente hidrofóbica de la membrana (Hancock y Rozek, 2002; 

Giangaspero et al., 2001). Este mecanismo involucra la permeabilizaciOn de la membrana 

por el péptido, mediante interacciones no especificas, provocando el desplazamiento de 

lIpidos, alteración de la estructura de la membrana y en algunos casos la entrada del 

péptido al interior de la célula blanco, que sigue el modelo de Shai-Matsuzaki-Huang 
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(Shai, 1999; Matsuzaki, 1999; Yang et al., 2000). La actividad antimicrobiana de estos 

péptidos se logra mediante la despolanzaciôn, colapso de la membrana celular 

(Westerhoff et at., 1989; Yang et at., 2000; Cudic et al., 2002) o el daft de blancos 

intracelulares, después de la entrada del péptido (Kragol et at., 2001; Yeaman e Yount, 

2003). 

Las bacterias Gram-negativas difieren de las bacterias Gram-positivas en que tienen una 

pared celular de peptidoglicano más delgada, pero poseen una membrana exterior y 

espacio periplásmico, con enzimas como la -lactamasa, además de la membrana 

citoplasmática comün. Esta membrana es una barrera a muchos agentes anti microbianos, 

lo que hace a las bacterias Gram-negativas un blanco mãs dificil y generalmente más 

resistentes a los antibiôticos (Hancock, 1997). Contrariamente, las células utilizan una via 

de captaciOn para los péptidos antimcrobianos diferente a la de los antibiôticos, por la 

membrana extema, Ilamado captaciOn autopromovida (Sawyer et at., 1988; Hancock y 

Chapple, 1999), que generalmente hace que ellos funcionen tan bien o mejor contra 

bacterias Gram-negativas que contra bacterias Gram-positivas. Esto es de gran 

relevancia, dado que los patógenos bacterianos son la causa principal de enfermedades 

en la acuicultura intensiva, siendo los pnncipales patógenos bacterias Gram-negativas 

(Meyer, 1991; Thune et at., 1993). 

A diferencia de los antibióticos convencionales, en los cuales la adquisiciOn de resistencia 

por parte de los patógenos es bastante comUn (Walsh, 2000), la resistencia a los péptidos 

antimicrobianos es bastante improbable (Lucentini, 2003), debido a que ejercen su 

actividad alterando las propiedades de la membrana citoplasmática y no interfieren en el 

metabolismo de la bacteria como los antibiôticos. La razOn es que el blanco de los 

péptidos es la membrana bacteriana, por lo que un microorganismo tendrIa que rediseñar 

la membrana, es decir el medio ambiente de la célula, cambiando la composición yb 

organización de sus lipidos, probabtemente una solución demasiado "costosa" para la 

mayorIa de las especies microbianas (Zasloff, 2002). Esto es de gran importancia, dado 

que en un futuro cercano, la resistencia a los antibióticos no dejará terapias efectivas para 

el tratamiento de infecciones bacterianas. 

Un registro de las bases de datos de patentes de AMPs demuestra un ampllo rango de 

aplicaciones propuestas, incluyendo tratamiento de i nfecciones virales, bacterianas y 
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füngicas, tumores, ülceras gástricas, ülceras de piel, enfermedades de la cavidad bucal, 

enfermedades oftálmicas, enfermedades de transmisión sexual y sepsis, terapia genica, 

esterilización de instrumental de hospital y cirugla, uso como preservante de alimentos, 

producción de plantas transgénicas y animales (Tossi y Sandri, 2002). Sin embargo su 

aplicación todavia esta en desarrollo y por ahora esta principalmente centrada en agentes 

antiinfecciosos de uso tópico (Zasloff, 2002). Nisina es el Unico péptido que ha estado en 

el mercado, mundialmente, por vanos años como preservante de alimento. Diversos 

análogos de péptidos antimicrobianos se encuentran en diferentes fases de ensayo 

cimnico I, II y III o preclInico, en el tratamiento de ülceras de diabéticos, prevención de 

mucositis oral en pacientes de quimio y radioterapia, prevenciOn de neumonlas asociada 

a ventilador mecánico y en el tratamiento de infecciones relacionadas con la fibrosis 

cistica, prevenciôn de infecciones sanguineas relacionadas a catéteres, tratamiento de 

candidiasis oral y gingivitis, tratamiento del acne y ülceras de cornea, para uso sistémico 

contra infecciones de meningitis, entre otros (Tossi y Sandri, 2002). lnvestigaciOn de la 

expresiOn de péptidos en GMOs, especialmente en plantas, es bastante extensiva (Huang 

et al., 1997). También se esta empezando a sugerir que la tecnologIa transgénica puede 

ser ütil en la protecciôn de animales aimento, logrândose transferir algunos beneficios 

contra enfermedades (Sarmasik et al., 2002). 

A pesar de todas las ventajas de estos péptidos antimicrobianos, el uso masivo potencial 

de estos compuestos naturales está restnngido pot las cantidades limitantes que pueden 

ser extraidas de in vivo (Mercado et al., 2005), situaciôn que requeriria cantidades 

enormes para una aplicaciôn terapéutica (Tossi y Sandri, 2002; Marshall y Arenas, 2003). 

Otras alternativas exploradas incluyen la sintesis qulmica (Andreu et al., 1983; Merrifield 

et al., 1995) que dado el tamaño reducido de los péptidos es un método ütil para generar 

cantidades moderadas del péptido. Sin embargo, presenta ciertas desventajas como son 

su eevado costo, sobretodo para propOsitos de mayor escala y en menor medida la 

limitaciôn de sintetizar péptidos con abundancia de residuos de triptOfano o arginina 

(Zhang et al., 1998). Además la sintesis en fase sólida resulta en la cosintesis de péptidos 

contaminantes que pueden Ilevar a una dificultad en el proceso de purificación en 

péptidos mayores a 20 residuos de aminoácido. Esto puede resultar en una complicaciOn 

en la purificaciOn HPLC, donde los contaminantes que migran muy de cerca como las 

deleciones de solo un aminoácido, a veces son imposibles de eliminar del péptido 

correcto (Kuliopulus, 1994). Otto elemento a considerar es la racemizaciôn durante la 
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formaciOn del enlace peptIdico (Guzmán et al., 2007) y la naturaleza tOxica de los 

solventes y agentes de acoplamiento que provoca preocupación ambiental (Gill et al., 

1996; Nilsson et al., 2005). La tecnologia del ADN recombinante ha jugado un papel muy 

importante en el desarrollo de la biotecnologIa de proteinas, ya que gracias a la 

manipulaciOn de genes ha sido posible producir grandes cantidades de proteinas. E.coli 

es el huésped mâs utilizado, dado que facilita la expresiôn de proteinas gracias a su 

simplicidad, bajo costo, su rápido cultivo de alta densidad, su genética conocida y el 

amplio nCimero de herramientas moleculares disponibles. Clásicamente los péptidos 

antimicrobianos son codificados por genes pequeños, con secuencias conservadas y 

patrones que hacen su clonamiento fácil, y debiera permitir una expresión y purificaciôn a 

escala pequeña y grande (Uteng et al., 2002). Existen numerosos reportes de expresiOn 

heteróloga de péptidos antimicrobianos en E.coli con diferentes grados de éxito (Xu et al., 

2007; Rao et al., 2004; Yang et al., 2003). En los sistemas de expresiôn heterólogos es 

posible producir grandes cantidades de proteinas siempre y cuando el hospedero sea 

insensible a los efectos del péptido expresado (Zhang et al., 1998). Para lograr la 

expresiOn en bactenas es en general necesario expresar los AMP como una proteina de 

fusiOn para negar la actividad antimicrobiana del péptido (Piers et al., 1993) para que el 

péptido recombinante no sea tóxico para el hospedero lo que afecta su viabilidad, 

capacidad de expresiOn y degradaciôn de la proteins recombinante. El problema de la 

proteina de fusion se suscita al separarla del péptido a expresar para recuperar su 

actividad. Un proceso que normalmente requiere el clivaje quimico como con el tOxico 

bromuro de cianOgeno (CNBr) o el uso de costosas proteasas y que muchas veces no es 

del todo eficiente. 

En un intento por desarrollar péptidos antimicrobianos con potencia aumentada y rango 

de acción (Chen et al., 2005; Juwadi et al., 1999) o buscando la selectividad contra algün 

patogeno determinado (Sung et al., 2008; Landon et al., 2008), acoplado con una 

disminución de la actividad hemolitica o citotóxica (Liu et al., 2008) se ha recurrido al 

diseño de nuevos péptidos con D-aminoácidos (Merrifield et al., 1995), aminoácidos no 

naturales (Hicks et al., 2007), modificaciones de aminoácidos con carga (Wang et al., 

1998), propiedades anfipáticas (Chen et al., 2007; Juwadi et al., 1996) y el largo del 

péptido (Andreu et al., 1992). También se ha hecho uso de la bioinformática para analizar 

o simular la interacciOn entre el péptido y la membrana del microorganismo (Hao et al., 

2008; Maytus et al., 2007). 
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La mayorIa de los péptidos (AMPs) actüan penetrando las membranas bactenanas y 

promoviendo su lisis celular que es dependiente de su naturaleza catiónica y antipática 

(Yount y Yeaman, 2005). También se ha sugerido que en casos de concentraciones to 

suficiente altas de péptidos adsorbidos el mecanismo depende de un proceso de 

dimenzación u oligomerizaciOn de los péptidos mientras interactüan con la membrana 

bactenana, que resulta en la forrnación de poros (Zemel et al., 2005). Estudios utilizando 

análogos de melittina y magainina dimerizada por puentes disulfuro respaldan la idea de 

que un dimero autoasociado adsorbido actUa en el mecanismo de formación de poros 

(Dempsey et al., 2003; Hnstova et al., 2001). La formac,ón espontánea de dImeros unidos 

por puentes disulfuro o la ingenierla de dImeros a través de crosslinking (Dempsey et al., 

2003; Tencza et al., 1999) mostraron actividad de permeabilización de membrana 

aumentada comparada con el monOmero correspond iente, especialmente a bajas 

concentraciones. Se ha sugerido que la perturbación de membrana resultante de la 

formaciôn del dImero de péptido es el evento esencial que gatilla el cambio de orientación 

del péptido y forrnación del poro (Hristova et al., 2001). Evidencia también muestra la 

existencia de homo y heterodimeros como distinctina de la rana P. distincta (Batista et al., 

2001) y la los péptidos relacionada con cryptidina en ratôn (Homef et at., 2004). Además 

se ha observado que la mezcla de AMPs distintos interactüan uno con el otro de manera 

sinérgica aumentando su actividad (Luders et al., 2003). 

Dentro de los AMP más estudiados resalta la cecropina. Las cecropinas son péptidos 

tineales, aislados inicialmente desde insectos, que presentan una region N-terminal 

fuertemente básica, enriquecida en lisina, y una region hidrofObica C-terminal (Holak et 

al., 1988; Boman, 1991). Su estructura basal consiste de dos alfa-hélices antipáticas 

separadas por una region puente que conecta las alfa-hélices (lwai et al., 1993). La region 

fuertemente catiónica permite su interacciOn con la membrana microbiana, mientras que 

la larga cola hidrofóbica induce la lisis microbiana por alteraciOn de la permeabilidad de la 

membrana (Durell et at., 1992; Silvestro et al., 1997). La cecropina A de Drosophila 

melanogaster es un péptido policatiOnico que presenta actividad contra un ampllo rango 

de bacterias gram positiva y especialmente sobre gram negativas (Zasloff 2002; Boman 

1998). Estudios de la evoluciOn molecular de cecropina (Ramos-Onsins y Aguade, 1998) 

demuestra la importancia de esta familia multigenica en diferentes especies de 

invertebrados. 
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La razón de utilizar péptidos antimicrobianos de invertebrados es que éstos organismos 

presentan un sistema inmune innato altamente eficiente, debido a la ausencia del sistema 

inmune adquirido, por lo que presentan péptidos con una alta actividad antimicrobiana y 

amplio rango de acciôn (Hancock et al., 2006). Esto ha lievado a probar su utflidad en el 

combate contra agentes patogenos, en distintos sistemas, incluyendo peces (Jia et al., 

2000; Sarmasik et al., 2002). 

En este trabajo, se diseñô y construyô dobletes de cecropina esperando obtener, en una 

sola molécula, la mejor eficiencia antimicrobiana de sus moléculas parentales, ya sea por 

disminución de la concentraciôn minima inhibitoria contra un tipo de agente, o bien por el 

aumento del espectro de agentes patógenos susceptibles. La cecropina en especifico fue 

seleccionada por su elevada actividad antimicrobiana sobre un amplio rango de 

patógenos, baja citotoxicidad (Zasloff 2002; Boman 1998) y presentar dominios 

estructurales claramente definidos (Iwal et al., 1993) que pueden ser utilizados para la 

formaciôn de péptidos hibridos. Además es uno de los pocos péptidos que se ha logrado 

definir valores estándar de concentración minima inhibitoria del crecimiento microbiano 

(Bulet y Bacheré, 2002). Estos constructos, fueron clonados en diversos vectores de 

expresiOn y expresados en células de E.coli, buscando de esta manera evaluar su 

eventual actividad antimicrobiana mejorada. 

Dentro de [as multiples alternativas de vectores de expresiôn se optô por el de un vector 

con el promotor inducible T7/ac y uno que permitiera la union de una proteina de fusion 

que se autoescinde mediante splicing de proteinas (sistema inteina). Se uso vectores de 

expresiOn que presentan promotores inducibles, dado que la producciOn prematura de la 

proteina recombinante puede impedir el crecimiento celular (Jonasson y Col, 2002). Por 

ello se mantiene reprimido el promotor durante la fase de crecimiento hasta alcanzar una 

alta densidad celular, después de la cual la producciOn es iniciada por la inducciOn del 

promotor, permitiendo a la célula usar la mayoria de sus recursos para la produccion de la 

proteina de interés (Jonassori y Col, 2002). Los genes clonados en el plásmido pET se 

transcriben bajo el control del promotor T71ac, cuando se activa el gen DE3 de la célula 

hospedadora que permite la transcripciOn de la 17 RNA polimerasa en la célula huésped 

bajo control de promotor lac (Studier y Moffat, 1986). La expresión de los péptidos se 

logro al añadir el inductor IPTG (análogo de lactosa que no se metaboliza), que se une al 
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represor lac (transcrito desde gen regulador lad), impidiendo su union al operador y 

permitiendo la union de la T7 RNA polimerasa al promotor 17/ac del plasmido activando 

asi la transcripción. 

El splicing de proteinas es un mecanismo de procesamiento post-traduccional que 

involucra el corte de un segmentos intemo de proteina, la inteina, desde una proteina 

precursora y la posterior ligaciOn de las regiones flanqueantes N y C —terminal (exteinas). 

El sistema IMPACT-CN utiliza un gen de la inteina de Saccharomyces cerevisiae VMA1 

(inteina VMAI) que ha sido modificado para producir un carte controlado del enlace 

peptidico en ambos extremos de la inteina, inducido por OTT. En el vector de fusion N-

terminal, el plásmido pTYB1 1, el extremo N-terminal del péptido es fusionado al extremo 

C-terminal de la inteina (Asn454). En este sistema modificado la inteina tiene una 

sustitución que cambia el penUltimo residuo (His453) por una glutamina, permitiendo el 

corte sin la ligaciOn de la N-exteina (secuencia de proteina de maltosa que provee un 

inicio de traducciOn favorable) y la C-exteina (péptido). 

El sistema de E.coli fue seleccionado por su simplicidad, bajo costo, su rapido cultivo de 

alta densidad, su genetica conocida y el amplio nümero de herramientas moleculares 

disponibles. Además la cecropina no presenta puentes disulfuro Ia que hace innecesarlo 

un sistema más complejo para su adecuada formación. Además se ha demostrado el 

éxito de E.coli en la expresiôn de multiples protemnas de interés terapéutico. Dentro de la 

büsqueda de este trabajo estaba el encontrar un sistema apto para la expresiOn de estos 

péptidos debido a la ausencia de un sistema óptimo para Ia expresión de estos péptidos 

(Yamada et al., 1990; Aly et al., 1999; Skosyrev et al., 2003). 
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6. HIPOTESIS 

El diseño y construcción de dobletes de las secuencias codificadoras de cecropina y su 

forma invertida, permite generar recombinantes que expresados en sistemas heterologos 

muestran mayor actividad o espectro de acciOn que los péptidos parentales sobre 

agentes patôgenos que afectan la acuicultura. 
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7.1 OBJETIVOS GENERALES 

- Construir y expresar péptidos recombinantes en F. co/i y seleccionarlos por su actividad 

antimicrobiana. 

- Evaluar el potencial antimicrobiano de los péptidos seleccionados expresados en el 

sistema de fusion con inteina. 

7.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS 

Construir péptidos dobletes a partir de las secuencias codificadoras de cecropina y 

su forma invertida. 

Rastrear y seleccionar péptidos dobletes de mayor eficiencia expresados en E.coli 

E609L. 

Expresar y evaluar los péptidos dobletes seleccionados en sistema heterOlogo E. 

coil BL21(DE3). 

Expresar péptidos dobletes mediante inducción con sistema de fago CE6. 

Evaluar la citotoxicidad de los péptidos hibridos en la linea celular modelo CHSE-

214. 

Expresar y evaluar los péptidos hIbridos en sistema de fusiOn con inteina. 

18 



8. MATERIALES Y METODOS 

8.1 Construcción de dobletes de cecropina 

8.1.1 Diseño de secuencia codificadora de un retropéptido de cecropina A 

Las secuencias codificadoras de los péptidos antimicrobianos parental maduro de 

Cecropina Al de Drosophila melanogaster, de 39 aa Genbank X16972 (Protein—ID 

CAA34843) y su forma invertida fueron sujetos a PCR dirigida por tres primers. Para eDo 

tue necesario diseñar una secuencia codificadora de un retropéptido de cecropina A para 

ajustarse a la polaridad esperada para cada uno de los tnpletes que forman parte del 

nuevo gen CECret, y tue sintetizado por GenScript, EE.UU. El retropéptido resultante esta 

confomiado por L-aminoácidos en los cuales los residuos de aminoácidos están 

ensamblados en la dirección opuesta al péptido nativo (Merrifield et al., 1995). 

8.1.2 ObtenciOn de fragmentos codificantes de cecropina y su retropéptido por PCR 

Un fragmento de DNA codificante de la cecropina madura fue obtenido mediante 

amplificación par PCR a partir de plasmidio que portaba el gen CEC Al (gentileza de Dr. 

Dan Hultmark). La secuencia del primer 5' usado para el PCR tue (5'-

GGGTGGCTGAAGAAAATTG-3') correspondiente a los codones Gly 1  a lie  6. El primer 3' 

(5'-ACCTCGGGCAGTTGCGGCG-3') es complementario a los codones Ala 35  a Gly 40  

(sin codón de término). Un fragmento de DNA codificante de la retrocecropina A madura 

tue obtenido por PCR del plasmidio que portaba el gen retro CEC Al (CEC) (obtenido 

de Genscript), usando el primer 5' primer (5'-GGTCGAGCCACTGCAGCCG-3') y primer 

3' (5'-CCCCCACAGC I I I I I AATG-3'). PCR tue realizado con Taq polimerasa platinum 

(Invitrogen) bajo las siguientes condiciones: incubación a 94°C por 10 mm, 30 ciclos de 

incubación a 94°C por 30 seg, 55°C por 30 seg, 72°C par 45 seg, y una incubación final a 

72°C por 10 mm. El producto PCR de CECdir  y CECret  fueron analizados por electroforesis 

en gel de agarosa (2%) y purificado usando Rapid Gel extraction system (Marligen). 

8.1.3 PCR de tres primers y construcciOn de dobletes 

Los fragmentos resultantes fueron usados coma templado para el PCR dirigido por tres 

primers, donde la secuencia codificante de CECd1,. tue unido en fase con la secuencia 

codificante de CECret  para el doblete con la configuracion [(NH2)cabeza-

cola(COOH)]Y[(COQH)cola-cabeza(NH2)J nombrado como CECdir CECret  y la secuencia 
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codificante de CECret  fue unido en fase con la secuencia codificante de CECdir  para el 

doblete con la configuraciôn [(COOH)cola-cabeza(NH2)] V [(N H2)cabeza-cola(COOH)] 

nombrado como CECretCECdir. 

Para la construcción de CECdjr CEC,et  el PCR fue realizado con un primer hibrido 

complementario a los Ultimos 7 codones de CECdir  y a los primeros 7 codones de CECret  

(5 '-GACGGCTGCAGTGGCTCGACCACCTCGGGCAGTrGCGGCGAC-3'), como también 

el primer 5' (5'-GAGATATACATATGGGGTGGCTGAAGAAAA-3') correspondiente a los 

codones GIy 1  a lIe 6  de CECcir, y el sitio de restncción pars Ndel, y el primer 3' (5'-

GCGGATCCTCATCACCCCCACAGC I I I I I AA-3') complementario a los codones Ile  +35  a 

Gly 40  de CECret, con un codón de término y un sitio de restricción para BamHI. 

El mismo procedimiento fue usado para la construcciOn de CECret CECdr  usando un 

primer hibrido complementario a los Ultimos 7 codones de CEC I  y los primeros 7 

codones de CECd  (5.GCCAA I I I I CTTCAGCCACCCCCCCCACAGC 11111 AATGCC 

3'), como también el primer 5' (5'-GAGATATACATATGGGTCGAGCCACTGCAG-3') 

correspondiente a los codones GIy 1  a AIa 8  de CECret, y el sitio de restricciOn para Ndel, 

y el primer 3' (5'-GCGGATCCTCATCMCCTCGGGCAG1TGCGG-3') complementario a 

los codones Ala  +3"  a GIy 40  de CECdII, con un codón de térnhino y un sitio de restncción 

para BamHl. 

El PCR fue realizado con Taq polimerasa platinum (Invitrogen) bajo las siguientes 

condiciones: incubación a 94°C por 10 mm, 30 ciclos de incubación a 94°C por 30 seg, 

65°C por 30 seg, 72°C por 45 seg, y una incubación final a 72°C por 10 mm, usando 

diferentes concentraciones del primer hibrido. 

En forma paralela el fragmento de DNA CECdr  fue amplificado con el primer 5' (5'-

GAGATATACATATGGGGTGGCTGAAGMAA-3') y el primer 3' (5'-

GCGGATCCTCATCMCCTCGGGCAGTTGCGG-3'), mientras que CECret  fue amplificado 

con el primer 5' (5'-GAGATATACATATGGGTCGAGCCACTGCAG-3') y el primer 3' (5'-

GCGGATCCTCATCACCCCCACAGC 11111 AA-3') para incorporaron los sitios de 

restricción Ndel y BamHI. 
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8.1.4 Clonamiento de fragmentos codificantes de monOmeros y dobletes de cecropina en 

pETy su transformaciOn en E.co!i 

Los fragmentos de los monômeros y los dobletes resultantes fueron analizados por 

electroforesis en gel de agarosa (2%), precipitados por métodos estándar (Sambrook et 

al., 1989) y sujetos a digestion por con enzimas de restricciOn con Ndel y BamHl. Los 

fragmentos resultantes fueron precipitados de nuevo y ligados entre los sitios de 

restricciOn Ndel y BamHl del sitio de multiple clonamiento de pET27b+ (Novagen). 

Plasmidio en que la transcripción de los genes clonados esta controlado por el promotor 

T7Iac que es inducible por isopropil 3-D-tio-galactopiranosido (IPTG). La mezcla de 

ligación fue usada para transfomiar células competentes de TOP10 (Invitrogen). La 

transformaciOn fue analizada mediante PCR de colonias resistentes a kanamicina y 

electotroforesis en gel de agarosa 2%. El DNA plasmidial fue aislado mediante miniprep 

kit (Quiagen). Plasmidios fueron secuenciados para confirmar la identidad de las 

construcciones. Los plasmidios de expresiOn fueron luego usados para transforrnar 

células competentes de E609L (Yem y Wu, 1978), BL21(DE3) (Stratagene) y células BL21 

(sin DE3) (Stratagene). La transformaciôn fue analizada mediante PCR de colonias y 

electotroforesis en gel de agarosa 2%. 

8.2 Rastreo por colonia de actividad antimicrobiana de los péptidos 

8.2.1 Subc!onamiento de fragmentos codificantes de monOmeros y dobletes de cecropina 

con secuencia de péptido señal peiB 

La actividad antimicrobiana de los péptidos recombinantes fue rastreada mediante el 

método de rastreo por colonia, que perniite estimar la actividad antimicrobiana de los 

diferentes clones directamente, al utilizar una cepa de E. co/i "porosa" E609L (Miller et al, 

1998). Esta cepa presenta una mutación en una proteina de membrana que hace que sea 

más permeable y que permite liberar los péptidos desde el espacio periplásmico hacia el 

medio (Yem y Wu, 1978). Esto facilita la selecciOn de los péptidos recombinantes de 

mejor eficiencia. Para dirigir los péptidos al espacio periplasmético fue necesario clonar 

las secuencias codificantes de los monOmeros y dobletes de cecropina en fase con la 

secuencia de un péptido señal penplasmãtica peiB. Para el PCR se utilizaron los mismos 

primers flanqueantes utilizados antenormente, excepto que en los primers 5' se 

reemplazO el sitio de restricción Ndel por Ncol. Estos amplicones fueron luego digeridos 

21 



con las enzimas de restricción Ncol y BamHl. Luego se procedió de igual manera como 

antes mencionado en el clonamiento de pET27 y transformación en la cepa BL2I y 

E609L. 

8.2.2 LisogenizaciOn de E609L 

Para lograr la compatibilidad del sistema de expresiôn pET27 con la cepa seleccionada 

E.coli E609L de caracterIsticas "porosa", que perrnitiera la salida de los péptidos 

expresados Si estos Ilegaban al periplasma, fue necesano lisogenizar la bacteria 

integrando el profago ADE3 al cromosoma bacteriano permitiendo asi generar la T7 RNA 

polimerasa que se une al sitio promotor del pET (Studier y Mofatt, 1986; Novy y Morris, 

2001). Para ello se utilizá el kit de lisogerilzación DE3 (Novagen). Se hizo crecer cepa 

E609L (gentileza de Dr. Kurt Miller) en LB con 0,2% maltosa, 10 MM MgSO4  y los 

antibióticos Kanamicina 75 pg/mI y tetraciclina 12,5 pg/mI a 37°C hasta un 0D600: 0,5. Se 

mezclaron 108  pfu fago )tDE3, 108  pfu fago ayudante y 108 pfu fago de selecciOn con 1-10 

p1 de células (para lograr placas con 50-200 colonias). Luego se incubô la mezcla a 37°C 

por 20 min para permitir la adsorciOn del fago. Esta mezcla se agregó a placas de LB agar 

y se esparció en forma homogénea, dejando luego la placa invertida a 37°C toda la 

noche. 

8.2.3 VerificaciOn del lisógeno DE3 

Para verificar los posibles DE3 lisogenos positivos de E.coli E609L, nombrados E.coli 

E609L "LYS", se evaluó Ia resistencia que tiene la nueva cepa lisógena a una reinfecciôn 

por el fago de selecciOn (debido a que el profago ADE3 integrado en la cepa IisOgena 

presenta el mismo grupo de inmunidad con el fago de selección). 

8.2.4 ExpresiOn de péptidos en E609L "LYS" 

Con el fin de probar la capacidad de expresión de ésta cepa, asI como la capacidad de 

liberar el péptido al medio para realizar el rastreo en colonia, una colonia de 

transformación E609L "LYS" de cada uno de los constructos con peIB fue utilizada para 

inocular I ml LB suplementado con Kanamicina 75 pg/mI y tetraciclina 12,5 pg/mI a 370  y 

crecido toda la noche. Al dIa siguiente 50 p1 de cada cultivo fueron agregados a 50 ml de 

LB sin antibióticos e incubados por 2 h hasta alcanzar un 0D600  de 0.6. Después de 

colectar muestras de preinducción, IPTG fue añadido hasta una concentración final 1,0 

mM e incubado por 3 h adicionaes hasta el muestreo postinducción. Las muestras fueron 
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sujetas a una centrifugaciOn a 6500 g x 15 min a 4°C, separando el cultivo en fracciones 

de sobrenadante con el medio y el pellet celular. 

8.2.5 Purificaciôn de péptidos en el medio de cultivo y fracciOn periplasmática 

Para la precipitaciôn del medio de cultivo una ailcuota de I ml del medio fue incubado con 

100 p1 de ácido tricloroacético (TCA) frio y vortex por 15 s. Se dejó precipitar en hielo por 

2 h y centrifugado a 14000 g x 5 mm. Se removió el sobrenadante y el pellet se mezclO 

con 100 p1 de acetona. Luego se centrifugó a 14000 g x 5 mm. Removiéndose la acetona 

y dejando pellet secarse al aire y se solubilizó en sample buffer con dodecil sulfato de 

sodio (SDS) y analizados en geles de poliacrilamida 18% Tris-tricina/Urea. Para la 

obtención de la fracción periplásmica el pellet celular anterior se resuspendiô en 30 ml 

(Tris-HCI 20 mM, 20% sucrosa, pH: 8). Luego se añadiô 60 p1 (EDTA 0,5 M, pH: 8) y so 

dejô agitando por 10 min a temperatura ambiente. Se centrifugó a 10000 g x 10 min a 4°C 

y se removió el sobrenadante. El pellet se resuspendiô en 30 ml MgSO4  5 mM frIo y so 

dejO agitando 10 min en hielo, liberando las protelnas penplasmáticas al buffer. Luego se 

centrifugo a 10000 g x 10 min a 4°C separándose el pellet celular con el resto de 

protemnas celulares y se recuperO I ml del sobrenadante con la fracciôn periplasmãtica 

que fue precipitada con TCA como antes mencionado con la precipitación del medio. 

8.2.6 Rastreo por colonia 

El rastreo por colonia involucra el monitoreo de la liberaciôn de los péptidos 

recombinantes desde E609L, al cubrir colonias productoras de péptidos con agar, que 

contiene una cepa bacteriana indicadora, y examinar el césped que cubre por zonas de 

inhibición de crecimiento. Para ello cultivos de los clones en E609L "LYS" transformadas 

con DNA de los péptidos hibridos en pET27, fueron crecidas a 37°C hasta saturaciôn toda 

la noche en medio LB con Kanamicina 75 pg/mI y tetraciclina 12,5 pg/mI. El dia siguiente, 

las células fueron diluidas serialmente en medio nuevo sin antibiOticos. Diluciones de 10 p1 

conteniendo 50-100 células fueron añadidas a 5 ml LB agar derretido, y la mezcla fue 

vertida a placas petri. Después de solidificado el agar, se vertiô 3 ml LB Top agar 0,8% 

derretido sin células sobre su superficie y se permitiO su solidificación, luego las placas 

fueron incubadas a 37°C por 24 hr hasta que se formaran las colonias. Al dia siguiente 5 

ml LB agar derretido, que contiene 5 p1 de un cultivo de toda la noche de la cepa 

indicadora E.coli además de 1 mM IPTG, para inducir la sintesis de los péptidos, fue 

vertido sobre cada placa. Las placas fueron incubadas toda Ia noche a 37°C y se 
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examinaron por zonas de inhibición del crecimiento airededor de las colonias de E609L 

(Miller et al., 1998). 

8.3 Expresion y purifucación de péptidos dobletes en sistema heterólogo E. coil 

BL2I(DE3) 

8.3.1 ExpresiOn de péptidos en BL2I(DE3) 

Colonias simples de E. co/i BL2I(DE3) transformados con los dobletes pET/CECdr-CEC t  

y PET/CECr CECdr, y los monOmeros PET/CECdir  y pET/CEC fueron usadas para 

inocular 5 ml LB Broth con 50 pg/mI cloramfenicol, 75 pg/mI estreptomicina y Kanamicina 

75 pg/mI a 37°C y crecidas toda la noche. Después 5 ml de cada uno de los cultivos 

fueron añadidos a 500 ml LB Broth sin selección de antibiótico e incubados por 2 h hasta 

que 0D600  alcanzô 0,3-0,4. Después la inducciOn de la expresiOn del péptido fue realizado 

con IPTG añadido a los cultivos hasta una concentraciôn final de 0.5 mM e incubado por 4 

h hasta el muestreo. Muestras de pellet celular fueron solubilizados directamente en 

sample buffer con dodecil sulfato de sodio (SDS) y analizados en geles de poliacrilamida 

18% Tris-tricina/Urea (Schagger y von Jagow, 1987) y teñidos con azul de coomassie R-

250. 

8.3.2 Anélisis de niveles de expresiOn por RT-PCR 

RNA total fue extraido de cultivos mediante reactivo TRIZOL (Invitrogen) (Chomczynski y 

Sacchi, 1987) y tratado con DNAsa RQ1 (Promega). Este RNA libre de DNA fue sometido 

a transcripción reversa usando Thermoscnpt RT (Invitrogen). RT fue realizado bajo las 

siguientes condiciones: RNA fue incubado a 65°C por 5 min y colocada en hielo. Luego se 

agrego trascriptasa reversa y el primer 3', incubando a 50°C por 1 h. Se incubô a 85°C 

por 5 mm, se colocó en hielo y se le añadiô RNAsa H (Invitrogen). Se preparó diluciones 

seriadas del cDNA sintetizado, se le agregó Taq polimerasa platinum (Invitrogen) y los 

primers 5'y 3'. PCR fue realizado bajo las siguientes condiciones: 30 ciclos de incubación 

a 94°C por 30 seg, 55°C por 30 seg, 72°C por 45 seg, y una incubaciôn final a 72°C por 

10 mm. Los productos RT-PCR fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa 

(2%). 
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8.3.3 PurificaciOn y recuperaciOn de péptidos de extracto ce/u/ar 

Los cultivos fueron separados por centrifugacion a 7000 g x 10 min a 4°C en pellet celular 

y fracción sobrenadante. Pellet celulares fueron tratados con buffer de lisis (Tris-HCl 50 

mM, NaCl 100 mM, Triton X-100, pH 8), lisozima (100 pg/mI) y vortexeado, incubado a 

temperatura ambiente por 30 mm, sujetas a sonicación en hielo (3x20 s) y centrifugaciôn a 

11 000g x 30 min a 4°C para separar las fracciones solubles e insolubles. El pellet de la 

fracción insoluble con cuerpos de inclusion fue solubilizado en buffer de Guanidina 

(Guanidina-HCI 6 M, Tris-HCl 50 mM, NaCl 100 mM, pH 8) y mantenido a 4°C par 12 h. 

Para promover el plegamiento de los péptidos solubilizados (1,5 ml) fueron añadidos 

lentamente a la soluciOn de Guanidina 0,6 M (13,5 ml) alcanzando una concentraciOn final 

de Guanidina-HCI 1,1 M en 15 ml. Las muestras fueron mantenidas con agitaciOn 

moderada par 3 h a 4°C y luego centnfugadas a 11000 g por 30 min a 4°C. 

8. 3.4 PurificaciOn de péptidos por HPLC 

Muestras fueron purificadas mediante cromatografia de interacción hidrofObica en 

columnas Sep-Pak C-180 preequilibradas con agua acidificada (ácido trifluoracético o 

TFA 0.05% en agua ultrapura o UPW) y lavado con agua acidificada y eluida con 5 y 80% 

acetonitrilo (ACN). Fracciones eluidas fueron liofilizadas y reconstituidas en UPW. 

Proteinas totales fueron determilnadas mediante el ensayo del ácido bicinconInico (BCA) 

(Pierce) (Smith et al., 1985). Fracciones del 80% ACN Post-Sep-Pak fueron analizadas en 

geles de poliacrilamida 18% Tris-tricina/Urea para confirniar la identidad del péptido y 

teñido con azul de coomassie. 

PurificaciOn adicional fue realizada mediante HPLC en fase reversa (RP-HPLC) modelo 

LaChrom D-7000 y fue monitoreado par absorción UV a 225 nm. El eluido del 80% Post-

Sep-Pak fue cargado en una columna Sephasil C-18 (250 x 4.1 mm) (LiChroCART). 

Péptidos fueron eluidos con un gradiente lineal de ACN (5-60%) con agua acidificada 

0.1% TFA par 90 min a un flujo de 0.6 ml/min. Fracciones fueron recolectadas cada dos 

mm, liofilizadas, resuspendidas en UPW y congelada a -20°C hasta el ensayo 

antimicrobiano. Fracciones Post-HPLC fueron analizadas en geles de poliacrilamida 18% 

Tris-tricina/Urea para confirmar la identidad del péptido y teñido con azul de coomassie. 
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8.3.5 CaracterizaciOn de péptidos por MALDI-TOF y ES! MS/MS 

Bandas teñidas con azul de coomassie fueron cortados y el 50% de la banda fue digenda 

con tripsina usando una ProteineerDP (Bruker, Bremen, Germany) como descrito 

(Paradela y Albar, 2006). Después de la digestion parte de la muestra fue analizada en un 

espectrOmetro de masa MALDI-TOF Bruker Reflex IV (Brucker Daltonics, Bremen, 

Germany). La muestra restante fue disuelta en ESI buffer A (ácido acético 0,5% en agua) 

y cargada en columna I.D. empaquetado con perlas C18 (IntegraFrit, New Objective, 

Woburn, MA) y fraccionado con un gradiente lineal de 5-30% ESI buffer B (acetonitrilo 

90%, ácido acetico 0,5% en agua) a un flujo de 500 nL/min. Péptidos eluidos de columna 

fueron analizados en espectrômetro de masa con trampa iônica HCT ultra (Brucker 

Daltonics, Bremen, Germany) obteniéndose un espectro de fragmentacion que fue 

comparado las bases de datos de NCBlnr usando el motor de büsqueda MASCOT 

(gentileza de Dr. Alberto Paradela y Dr. Luis Mercado). MALDI-TOF y ESI MS/MS fue 

realizado en los laboratorios de la facultad de Ciencias Qulmicas y Farmacéuticas de la 

Universidad de Chile. 

8.3.6 Ensayo antibacteriano 

La actividad antibacteriana de los péptidos fue monitoreada mediante ensayo de inhibiciôn 

de crecimiento liquido (Mitta et al. 1999). El método irivolucra medir el efecto de los 

péptidos antimicrobianos sobre el crecimiento de las bacterias patógenas mediante la 

determinación de turbidez en un lector de microplacas. 

Para ello se incubO durante 24 horas, a la temperatura de crecimiento de la bacteria, una 

alIcuota de 10 p1 de los péptidos antimicrobianos a distintas concentraciones con una 

suspension de 100 p1 de medio con bacterias en fase exponencial, que presenta un 0D620: 

0.001, en una microplaca de 96 pocillos. Al final de este periodo se mediô la absorbancia 

a un 0D620  (Mitta et al., 1999). El porcentaje de inhibición fue determinado mediante la 

resta del crecimiento bacteriano en ausencia del péptido del mostrado por bacterias 

expuestas a diferentes concentraciones del péptido. 

8.3.7 Ensayo antifüngico 

Similarmente se midió el efecto anttfungico de los péptidos antimicrobianos sobre el 

crecimiento de hongos mediante un ensayo de inhibiciOn de crecimiento liquido (Mitta et 

al. 1999) en microplaca de 96 pocillos. Para ello 80 p1 de esporas fUngicas a una 

concentraciOn final de 104  esporas/ml fueron incubados con 20 p1 del péptido a diferentes 
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concentraciones, en una microplaca con tetraciclina 10 pg/mI y 10 pg/mI estreptomicina 

por 30 min a temperatura ambiente y se medió absorbancia a 0D595. Luego se incubô 

durante 72 h adicionales en presencia de Iuz, a temperatura ambiente. Al final de este 

periodo se medió la absorbancia a un 0D595 (Mitta et al., 1999). 

8.3.8 Cepas microbianas y condiciones de crecimiento utilizadas ensayos antimicrobianos 

Las bacterias evaluadas en los ensayos antibacterianos fueron Micrococcus luteus (ATCC 

4698) y Staphylococcus epiderrnidis (ATCC 49461) como referencia de bacterias gram 

positivas. Vibrio parahemoliticus (gentileza de Dr. Romillo Espejo), Vibrio mimicus, 

Enterobacter aero genes, Edwardsiella tarda (gentileza de Dr. Ana Maria Baya), Vibrio 

orda!ii (BIOS Chile), Vibrio anguillarum (ATCC 19106), Vibrio aiginolyticus (ATCC 19108), 

Eschierichia coil (ATCC 11303), y Aeromonas hydrophila (ATCC 23213) como referencia 

de bacterias gram negativas. Todas las bacterias fueron crecidas en TSB (Trypticase Soy 

Broth), excepto V. parahemollticus, V. mimicus, V. Anguillarum y V.alginolyticus que 

fueron crecidas en Peptona NaCI Broth. La temperatura de crecimiento fue de 26°C para 

todos los vibrios y 37°C para las restantes bacterias. El hongo Saprolegnia sp. fue crecida 

en GYB (Glucosa Yeast Broth) a temperatura ambiente. 

8.4 Expresión de peptidos dobletes mediante inducción con fago CE6 

8.4.1 ExpresiOn de péptidos mediante inducciOn con fago CE6 

El fago lambda CE6 fue utilizado para suministrar T7 RNA polimerasa a células BL21 (sin 

DE3) y al vector pET dirigido por el promotor T7, permitiendo asI un control más fuerte de 

la expresión proteica, importante en el caso de expresión de péptidos muy tóxicos, dado 

que no hay T7 RNA polimerasa en Is célula hasta el momento mismo de la inducción 

(Studier y Moffat, 1986). Para la expresiôn de los péptidos colonias simples de E. coil 

BL2I (sin DE3) transforrnados con los dobletes PET/CECdjrCEC t Y  PETICECrerCECdir,  Y 

los monómeros PET/CECdIr  y pET/CEC t  fueron crecidas en LB con 0,2% maltosa y los 

antibióticos 50 pg/mI cloramfenicol, 75 pg/mI estreptomicina y Kanamicina 75 pg/mI a 

37°C hasta alcanzar un 0D600  0,8-1,0. Se añadió MgSO4  hasta una concentración final de 

10 mM momento que se puso en contacto con el stock de fago CE6 para inducir la 

expresiôn a una concentración final de 2-4x109  pfu/ml (para asegurar una multiplicidad de 
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infección (MOI) de 5-10. Se continuo creciendo las células infectadas par 3 h adicionales y 

se procedió a recuperar las células por centrifugación. 

8.4.2 Preparación de fagos CE6 

Para el mantenimiento del stock de fago a una alta titulaciOn fue necesano realizar una 

amplificaciôn a crecimiento del fago. Para ello se transfinó una colonia de E.coli LE392 

(que expresa supF para suprimir la mutaciôn de lisis Sam7) en 5 ml de LB suplementado 

con maltosa 0,2% y MgSO4  10 mM hasta un OD5 :1,0. Se mezcló 5 ml de estas células 

con 2x108  partIculas de fago y se incubO a 37°C por 15 min sin agitación. Se agrego esta 

mezcla a un matraz con 500 ml LB suplementado con maltosa 0,2% y 10 mM MgSO4 y se 

dejô agitando hasta que se observó lisis (alrededor de 5 h). Se agregó 5 ml cloroformo al 

matraz y se dejó agitando par 10 min adicionales. La centrifugacion a 10000 g par 10 mm 

a 4°C permitlo recuperar el sobrenadante con los fagos. Se añadió dimetil sulfOxido hasta 

una concentraciOn final del 7% y se guardaron los fagos a -80°C hasta el ensayo de 

titulaciOn a la expresión de proteinas. 

8.4.3 Titu/ación de fagos CE6 

Para la titulaciôn del stock de fago se transfirió una colonia de LE392 (Stratagene) en LB 

con maltosa 0,2% y se incubô por 4-6 h sin sobrepasar un 0D600  de 1,0. Las bacterias 

fueron centrifugadas a 1000 g x 10 min y luego se resuspendieron en 10 mM MgSO4  y 

fueron diluidas a un OD6 : 0,5. Se prepararon diluciones del stock del fago 1:100, 1:1000, 

1:10000. Se añadiô 1 p1 de cads diluciôn a 200 p1 de células LE392 diluidas a 0D600:0,5 y 

se deja incubar por 15 min para permitir la adsorción del fago a las células. Luego se 

mezclo con 3 ml de LB top agar derretido, pero enfriado alrededor de 48°C y se plaqueó 

sobre placas de LB agar precalentadas. Se permitiO que las placas se solidificaran y se 

dejaron incubando a 37°C en forma invertida. A las 6-8 h se hicieron visibles las calvas 

que fueron contadas para estimar la titulaciôn (Sambrook et at, 1989). 
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8.5 Evaluación de citotoxicidad de los péptidos 

La citotoxicidad de los péptidos fue evaluada sobre la linea celular de salmon CHSE-214, 

denvada de tejido renal embnonario de salmOn chinook (Oncorhynchus tshawyscha) 

(Lannan et al., 1984). Para ello monocapas de células cultivadas (Spector et al., 1998a) 

en medio minimo esencial (MEM) mâs suero fetal de bovino (FBS) a 17°C (Lannan et al., 

1984), en placas de 24 pocillos, fueron incubadas por 3 h con diferentes concentraciones 

de los péptidos (1,5-7,5 pg/pl) por tnplicado y luego fueron lavadas 3x con PBS (buffer 

fosfato salino) contadas al microscopio de contraste de fases, en una cámara de 

neubauer para determinar un eventual efecto citopático (Mercado et al., 2005). El posible 

efecto citopático se evaluO soltando las células de la matnz plástica por tripsinizaciOn con 

tnpsina 0,1% con EDTA (Spector et al., 1998a). Las celulas fueron centrifugadas a 10000 

g x 20 min y fueron resuspendidas en 200 p1 de PBS. De esta diluciOn se tomó 100 p1 y 

se mezclo con 100 p1 de azul de tripan y se dejo incubar por 5 mm. Luego se contabilizO el 

nUmero total de células recuperadas y se determinO la viabilidad de las mismas, mediante 

el método de exclusion del colorante azul de tnpan, que difunde al interior de células 

muertas, pero que se excluye de aquellas no alteradas (Spector et al., 1998a). Células sin 

incubar con los péptidos, se utilizaron como control. El nUmero de células viables (que no 

incorporan colorante) en relación al total de células recuperadas, fue el indicador 

comparativo para definir toxicidad. 

8.6 Expresión y purificación de péptidos dobletes en sistema de fusion con inteina 

8.6.1 Subclonamiento de fragmentos codificantes de monOmeros y dobletes de cecropina 

en sistema inteina y su transformaciOn en E.coli 

La expresión de protelnas con un proteina e fusion ha resultado en buenos rendimientos 

de producción, pero estos métodos requieren el uso de clivaje quimico o enzimático para 

liberar el péptido de su pareja de fusiOn (Morasutti et al., 2005). Se utilizO una 

aproximaciOn, que usa la inteina Sce VMA como pareja de fusion (Chong et al., 1996; 

Chong et al., 1997), para la expresiôn y punficaciOn de protelnas citotOxicas sin afectar las 

células hospederas que producen el péptido recombinante y que induce su propia 

escisiOn de su pareja de fusion (Perler et al., 1994). 
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Las secuencias codificantes de CECdjr CEC t, CECret CECdir, CECd,r  y CEC fueron 

subclonados en el vector de expresión pTYB1 1 (New England BioLabs), mediado por 

iriteina. Plâsmido en que la transcripción de los genes clonados esta controlado por el 

promotor 17 lac y que permite fusion de gen a la secuencia codificante de la inteina Sce 

VMA (IMPACT-CN). Para ello se amplificO par PCR utilizando partidores especificos 

usando como templado de amplificación se utilizó los distintos miniprep de plasmidios 

pET27 COfl CECdCECret, CECret CECdir, CECdir  y CECret. Para la amplificación de CECair  

fueron utilizados el primer 5' (5'-GGTGGTGCTCTTCCAACGGGTGGCTGAAGAAAA-3') 

con sitio de restncción Sapl y el primer 3' (5'- 

GGTGGTGAA1TCTCATCAACCTCGGGCAGTTGCG-3') con sitio de restncciOn EcoRl. 

Para amplificar CEC 1 fueron utilizados el primer 5' (5'- 

GGTGGTGCTCTTCCAACGGTCGAGCCACTGCAG-3') y el primer 3' (5'-

GGTGGTGAA1TCTCATCACCCCCACAGC 1111 1A-3'). Para amplificar CECdrCEC t  

fueron utilizados et primer 5' (5'-GGTGGTGCTCTTCCMCGGGTGGCTGMGAAAA-3') y 

el primer 3' (5'-GGTGGTGAATTCTCATCACCCCCACAGC I t J I IA-3'). Para amplificar 

CECret CECdir fueron utilizados el primer 5' (5'- 

GGTGGTGCTCTTCCMCGGTCGAGCCACTGCAG-3') y el primer 3' (5'-

GGTGGTGMTTCTCATCAACCTCGGGCAGTrGCG-3'). PCR fue realizado con Taq 

polimerasa platinum (Invitrogen) baja las siguientes condiciones: incubaciôn a 94°C par 10 

mm, 30 ciclos de incubación a 94°C por 30 seg, 55-60°C por 30 seg, 72°C par 45 seg, y 

una incubaciôn final de 72°C por 10 mm. Los amplicones obtenidos fueron analizados 

mediante electotroforesis en gel de agarosa 2%. Una vez obtenidos los amplicones estos 

fueron digendos con las enzimas de restricciOn Sapl y EcoRl y ligadas a pTYB1 1 

(previamente digerido con Sapl y EcoRl). 

Los productos de ligaciOn de los distintos clones fueron utilizados para transformar células 

competentes de E.coli TOPIO para Ia mantención y amplificación de los plasmidios. La 

ligación y transformaciOn de TOP10 fue analizada mediante PCR de colonias y 

electotroforesis en gel de agarosa 2%. Las células TOP10 fueron sujetas a mmniprep para 

la transformación de la cepa de expresión E.coli ER2566 (New England BioLabs), asi 

como para la secuenciación de los distintos clones. La transformación de ER2566 fue 

analizada mediante PCR de colonias y electotroforesis en gel de agarosa 2%. 
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8.6.2 Expresión de péptidos en ER2566 

Para la expresiOn de colonias simples de E. co/i ER2566 transforrnados con los dobletes 

pTYB11/CEC j -CEC y pTYB1 1/CEC t CECdjr, y los monómeros pTYB1 1/CECdir  Y 

PTYB11/CECret fUerofl usadas para inocular4 ml LB Broth con el antibiótico ampicilina 100 

pg/mt a 37°C y crecidas toda la noche. Después 4 ml de cada uno de los cultivos fueron 

añadidos a 400 ml LB Broth con antibiôtico e incubados por 3-4 h hasta que 0D600  

alcanzô 0,5-0,8. Después la inducción de la expresión del péptido fue realizado con IPTG 

añadido a los cultivos hasta una concentración final de 0.3 mM e incubado por 16 h a 

22°C hasta el muestreo. 

Las muestras fueron separadas por centrifugacion a 5000 g x 10 min a 4°C en pellet 

celular y fracción sobrenadante Pellet celulares fueron resuspendidos y tratados con 25 

ml buffer de lisis (Tris-HCI 20 mM, NaCl 500 mM, Triton X-100 0,1%, inhibidor de proteasa 

PMSF 20 pM y lisozima 20 pg/mI, pH 8), e incubados a 4°C por 1 h. Luego células fueron 

centrifugadas a I 1000g x 30 min a 4°C y fracciones de sobrenadante fueron recuperadas. 

8.6.3 Western blot de péptidos de fusiOn 

Para confirrnar la naturaleza de la proteina de fusion pTYB1 1/CECdr fue sometida a 

western blot. El método involucra la separación de proteinas por electroforesis en gel de 

poliacrilamida (SDS-PAGE) y transferencia a una membrana de fluoruro de polivinilideno 

(PVDF) (Inmobilon P, Millipore), tratada previamente con metanol, mediante semi-dry 

blotting (Ausebel et al., 1999). Esta membrana fue bloqueada con albümina sérica bovina 

(BSA) 3% por 1 h y luego lavada con PBS. Después la membrana fue hibndada con un 

anticuerpo pnmano de conejo especifico del dominic de union a quitina (New England 

BioLabs) y fue lavada 3 x en PBS con tween20 0,05% eliminando el anticuerpo no unido. 

Después se incubó con un anticuerpo secundario anti-conejo conjugado con la enzima 

peroxidasa de rãbano (HRP), que se une especIficamente al anticuerpo primario y luego 

lavada 3 x en PBS con tween20 0,05%. Para su detecciOn visual se utilizO 3,3-

diaminobenzidina (DAB) (Pierce) que forma un precipitado coloreado sobre la membrana 

en el lugar de la enzima. 
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8.6.4 PurificaciOn de péptidos por cromatografia de afinidad 

Fracciones de sobrenadante fueron purificadas mediante cromatografia de afinidad en 

columnas con 6 ml de quitina (New England BioLabs) preequilibradas con buffer de 

columna (Tns-HCI 20 mM, NaCl 500 mM, 1 mM EDTA, pH 8). Columnas fueron cargadas 

con el extracto clarificado a un flujo de 0,5 ml/min, luego se lavó columna con 60 ml buffer 

de columna a un flujo de 1-2 ml/min. Luego se provocó la inducción del clivaje añadiendo 

un flujo rápido de 18 ml buffer de clivaje (Tris-HCl 20 mM, NaCl 500 mM, 1 mM EDTA, 

DII 30 mM, pH 9) y se dejo incubar a 18°C por 40 h. Péptidos fueron eluidos con 18 ml 

buffer de columna, y fracciones recolectadas. Se saco una muestra de 200 p1 de la 

columna de quitina remanente y se mezclo con 100 p1 SIDS 3x, luego se hirviô por 5 min y 

se recuperó el sobrenadante para verificar eficiencia de corte. Ensayos preliminares de 

cromatografia en columnas de quitina fueron realizados en el Departamento de Ciencias 

Agrarias y Ambientales de la Universidad de Udine, Italia. 

B. 6.5 PurificaciOn de péptidos por HPLC 

Muestras fueron adicionalmente purificadas mediante cromatografia de interacción 

hidrofôbica en columnas Sep-Pak C-IS® preequilibradas con agua acidificada y lavado 

con agua acidificada y eluida con 5, 40 y 80% ACN. Fracciones eluidas fueron liofihizadas 

y reconstituidas en UPW. Proteinas totales fueron determinadas mediante el ensayo del 

âcido bicinconinico (BCA). Muestras fueron analizadas en geles de poliacrilamida 18% 

Tris-tricina/Urea y teñidos con azul de coomassie R-250. 

Purificación adicional fue realizada mediante HPLC en fase reversa (RP-HPLC) modelo 

LaChrom D-7000. El eluido del 40 y 80% Sep-Pak fue cargado en una columna Sephasil 

C-18 (250 x 4.1 mm) (LiChroCART). Péptidos fueron eluidos con un gradiente lineal de 

ACN (5-60%) con agua acidificada 0.1% TFA por 90 min a un flujo de 0.6 ml/min. 

Fracciones fueron recolectadas cada dos mm, liofilizadas, resuspendidas en UPW y 

congelada a -20°C hasta el ensayo antimicrobiano. Fracciones Post-HPLC fueron 

analizadas en geles de poliacrilamida 18% Tris-tncina/Urea para confirmar la identidad del 

péptido y teñido con azul de coomassie. 
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9. RESULTADOS 

Para la creación de las moléculas dobletes propuestas se diseño considerando el orden 

invertido de los tripletes de nucleOtido codificantes de los aminoácidos que conforman la 

cecropina (figura 9.1), dado que la simple inversiOn de la secuencia de DNA no lograba 

este propósito. Este nuevo gen de la retrocecropina fue generado por GenScript. 

CECdlr  (secuencia nucleotidica) 
COG TGG CTG MG AM ATT GGC MG AM ATC GM CCC CU GOT CAG CAC ACT CGG CAT GCC ACA 
ATC CAG GGA CTG GGA ATC OCT CM CM GCC GCC MT GTC GCC GCA ACT GCC CGA GOT 

CECrit  (secuencia nucleotidica) 
GGT CGA GCC ACT GCA GCC GTC MT GCC GCC CM CM GCTATC GGA CTG GGA CAG ATC ACA GCC 
GAT CGG ACT CAC GAG GGTGTT CGC GMATC AM MG GGCATT AM AAG CTG TGG GGG 

CECdIr  (secuencia aminoacIdica) 
GWLKKIGKKIERVGQHTRDATIQGLGIAQQAANVAATARG 

CEC (secuencia aminoacidica) 

GRATAAVNAAQQPJGLGQITADRTHQGVREIKKGIKKL WG 

Figura 9.1 Dlseflo de sintesis de secuencia codificante de péptido invertido de cecropina. Secuencia 

nucleotidica y aminoacidica de CECdr y CECret 

Este nuevo gen en conjunto con el parental fueron amplificados exitosamente 

obteniéndose los ampliCones de cecropina y retrocecropina (figura 9.2) en su forma de 

secuencia madura, sin las secuencias prepro que caracterizan a los AMPs (Xanthopoulos 

et al., 1988; Boman et al., 1989). 

123456 

1T 

100— 

Figura 9.2 PCR de cecropina y retrocecropina. Productos PCR resueltos a través de electroforesis en gel 

de agarosa (2%). Carril 1: escalera de DNA 3000, 2000, 1500, 1200, 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 

200, 100 bp (Winkler), Carril 2-3: AmplificaciOn de CECdr, Carril 4-5: Amphl9caci6n de CECret, Carril 6: Control 

negativo 
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Los dobletes CECdrCECr&t Y  CECret CECdir  (figura 9.3B) fueron construidos por medio de 

PCR dirigido por tres primers (figura 9.3A) para asi combinar La orientación de los 

aminoácidos cargados e hidrofóbicos de la cecropina. En este sentido, el doblete CECdr  

CEC, fue generado por La union en fase de CECdff  con CECI8 , lo que implica que el 

péptido doblete muestra sus aminoácidos con carga positiva hacia los extremos y las 

colas hidrofóbicas hacia el interior (figura 9.3C). De igual manera, el doblete CECret CECdir  

se combinO en fase CEC t  con CECdr, orientando asi sus aminoâcidos con carga hacia el 

interior y las colas hidrofóbicas hacia los extremos (figura 9.3C). El doblete en tandem de 

CECdir  en fase con CECdr  no fue construido basado en informaciOn previa de que carecla 

de actividad (Martemyanov et al., 1997). 

C) 
++ 4+ + + + + + 

GWLKKIGKKIERVGQHTRDATIQGLGIAQQAANVAATARGGRATAA - 

VNAAQQAIGLGQITADRTHQGVREIK}(GIKKLWG 
+ + + ++ ++ 

+ + + + ++ ++ ++ 

GRATAAVNAAQQAIGLGQITADRTHQGVREIKKGIKKLWGGWLKKI - 

GKKIERVGQHTRDATIQGLGIAQQAANVAATARG 
4+ + ++ + 

 

000 TOG CTG MG AM ATT (3CC MG MA ATC GAA CGC GTT OCT CAG CAC ACT COG OAT GCC ACA ATC CAG GGA 
CTG GGA ATC OCT CM CM GCC GCC MT mc 0CC GCAACT 0CC CGA C=GT OCT CGA CCC ACT CCA CCC CTC MT 
CCC GCC CM CM OCT ATC GGA 010 GGA CAG ATC ACA GCC OAT COG ACT CAC CAG GGT CT f CG'- GM ATC AM 
AAG CC-C AT  AAA AAGCTG 130 c-oc 

C-CT OGA GCC A0 OCA GCC GC A/C GCC GCC CM CM GCT ATC GGA dC- GGA CAG ATC ACA GCC CAT CCC AC F 
CAC CAG GOT GT -,GC GMACAMAAOGGCATT AMMO CTG TOG GGGGGOTGG CTG MG AAA AU 0CC MG 
AM ATC CPA CGC OTT GOT CAG CAC ACT COG OAT GCC ACA ATC CAG GGA CTG GGA ATC OCT CM CM GCC GCC 
MT GTC GCC GCA ACT GCC CGA OCT 

Figura 9.3 Diseño y secuencia de de dobletes de cecropina. (A) Reacción de PCR dirigida por tres primers 

con primer hibrido (rojo-verde) y primers flanqueantes (rojo o verde). Templados de DNA están en cajas roja o 

verde. (B) Diseño de ConstrucciOn de dobletes CECth-CECIOI (panel superior) y CECrerCECdw (panel inferior): 

usando CECd (en negro) y CECret (en azul) como templados. Secuencia del primer hibrido usado para la 

fusion esta subrayado en rojo. El codOn de inicio ATG esta omitido de la figura. (C) Esquema de secuencia 

aminoacIdica de dobletes de cecropina CECdi-CECret (panel superior) y  CECrerCECth (panel inferior) en 

orientación amino a carboxi terminal. Residuos de amino âcidos cargados positivamente estân ilustrados 

mediante simbolo (+). Metionina inicial es omitida de figura. 
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En la figura 9.4 en carriles 3-4 y 7-8 se puede observar un producto de amplificaciôn del 

tamaño esperado de la secuencia codificante, con sitios de restricciôn incorporados, de 

los dobletes (264 pb). Se puede observar tamblén Is dependencia de la concentración del 

primer hIbrido y la importancia de mantener su concentración limitante (0,1 pM) para 

obtener los dobletes correspondientes. De la misma manera cuando la concentración no 

es Iimitante se produce la formaciOn de intermediarios de PCR (carriles 2 y 6 

respectivamente). 

123456789 

00. 
.. . ___ 

Doblete r 300 - .... .  

200 . — lermed,ano  PCR
100— 

Figura 9.4 Perlil PCR de dobletes de cecropina. PCR de CECr9rCECdtr (a la izquierda) y CECrerCECdir (a La 

derecha) gerierados por PCR dingido por tres primers a diferentes concentraciones (10, 1, 0.1 pM) del primer 

hibrido resueltos a través de electroforesis en gel de agarosa (2%). Carriles 1,5: escalera de DNA (Winkler) 

(bp), Carriles 2-4: CECd-CEC( a concentraciones de 10, 1 y 0.1 pM del primer hibndo. Carriles 6-8: CECrer 

CECdir a concentraciones 10, 1 y 0.1 pM del primer hIbrido, Carril 9: control negativo. La barida tenue debajo 

de Los 100 bp corresponde a dimeros de primer. 

Una vez obtenido las secuencias codificantes de los monómeros y dobletes, estos fueron 

clonados en el vector pET27b dingido por el promotor T71ac, y transformados en células 

de E.coli TOP10 (figura 9.5), donde su correcto marco de lectura y secuencia fue 

confirmado por secuenciación. 
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Figura 9.5 Transformación de monómeros y dobletes de cecropina on TOPIO. pET27 de monOmeros y 

dobletes con y sin peiB fueron utilizados para transformar TOP10. PCR de colonias resistentes a kanamicina 

fueron resueltos a través de electroforesis en gel de agarosa (2%). (A) pET27 sin peiB, Carril 1: escalera de 

DNA (Winkler) (bp), Carril 2: CECd. (B) pET27 con peiB, Carril 1: escalera de DNA (Winkler) (bp), Carril 2: 

CECdir (C) pET27 sin y con peiB, Carril 1: escalera de DNA (Winkler) (bp), Carril 2: CECret sin peiB, Carril 3: 

CECret con peiB. (D) pET27 sin peiB, Carril 1: CECcCECret, Carril 2: CECreiCECdjr, Carril 3: escalera de DNA 

(Winkler) (bp). (E) pET27 con peiB, Carril 1: CECCIIr-CEC, Carril 2: CEC101-CEC, Carril 3: escalera de DNA 

(Winkler) (bp). 

La actividad antimicrobiana de los péptidos recombinantes fue rastreada mediante el 

método de rastreo por colonia, que permite estimar la actividad antimicrobiana de los 

diferentes clones directamente. Para ello se subclonó los monómeros y dobletes en 

pET27b en fase con una secuencia señal periplasmática peiB (figura 9.6). El correcto 

marco de lectura y secuencia fue confirmado por secuenciaciOn. 

Ndel BnHI 

Ncol BnHI 

peIIB 

Figure 9.6 Dlseflo de clonamlento con y sin secuencia señal periplasmética on pET27. Monômeros y 

dobletes de cecropina fueron clonados en pET27 con (Ncol y BamHl) o sin (Ndel y BamHI) secuencia señal 

peiB. 

La cepa E609L (Miller et al., 1998) se lisogenizO exitosamente con el fago (ADE3) 

permitiendo la incorporación del lysogen DE3. Las colonias seleccionadas mostraron 

resistencia a una reinfección por el fago de selección (figura 9.7) verificando asi la 

integraciôn del lisógeno (debido a que el profago ADE3 integrado en la cepa lysógena 

presenta el mismo grupo de inmunidad con el fago de selección). Esto a diferencia del 
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control no sometido a lisogenización que fue lisada en su totalidad por el fago de 

selección 
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Figura 9.7 Selección de lysogenos de E609L. E.coli E609L sin (izquierda) y con lysogenizacion previa 

(derecha) sometidos a a reinfección con fago de selección. 

Se obtuvieron colonias transforniantes PCR positivas de E.coli E609L "LYS" del tamaño 

esperada para los monómeros y dobletes en pET27b con peiB (figura 9.8) que fueron 

luego utilizadas con el fin de probar la capacidad de expresiOn de ésta cepa, asi como la 

capacidad de liberal,  el péptido al medio. 

123456 

700 
600- 
500- 
400- 
300 

Figura 9.8 Transformaciôn de monómeros y dobletes de cecropina en E609L "LYS". pET27 de 

monómeros y dobletes con peiB fueron utilizados para transforrnar E609L LYS". PCR de colonias resistentes 

a kanamicina fueron resueltos a través de electroforesis en gel de agarosa (2%). Carril 1: escalera de DNA 

(Winkler) (bp), Carril 2: pET27 sin inserto, Carril 3: pET con CECd,, Carril 4: pET con CECret, Carril 5: pET con 

CECctrCECtet, Carril 6: pET con CECrerCECd 



En la figura 9.9 en carril 3 se puede observar la expresión de un péptido en E.co/i E609L 

"LYS" con un peso molecular acorde al de cecropina con peiB, sin embargo también se 

observa que esta cepa presenta una alta expresión basal como se puede ilustrar en carril 

6, dado que hubo expresiôn en ausencia de IPTG. La purificación de las diferentes 

fracciones celulares: total, periplasmático y el medio de cultivo indicô que en esta cepa la 

expresión lograda solo se observO en el pellet celular (carril 3) y no asi en el espacio 

periplasmático (carril 4 y 7) como tampoco en el medio de cultivo (carril 2 y 4). Esto indica 

la ausencia de transporte del péptido expresado al espacio periplamático a pesar del 

péptido señal peiB. Esto fue confirmado luego cuando las distintas bacterias 

transformantes de los péptidos fueron rastreadas mediante el sistema de rastreo en 

colonia, donde no se aprecio la formación de halos de inhibiciOn airededor de las colonias 

productoras de los péptidos antimicrobianos. 

A) 
1234567 

B) 
1234567 

ir 

16.9 
14.4 
6.5 CECth  

Figura 9.9 Perfil de expresión de cecropina en E609L"LYS". Total, Perplasmâtica y medio. ExpresiOn de 

CECdr con peiB desde células E609L"LYS"/pET27 inducidas con IPTG, resueltas a través de electroforesis 

Tris-tricina / Urea (18%). (A) E.coli E609L"LYS"/pET27 sin inserto, Carril 1: Marcador de peso molecular 26.6, 

16.9, 14.4 y 6.5 kDa (Bio-Rad), Carril 2: medio cultivo precipitado, inducido con IPTG, Carril 3: Pellet celular, 

inducido con IPTG, Cain! 4: fracciOn periplasmática precipitada, inducido con IPTG, Carril 5: medio cultivo 

precipitado, sin IPTG, Carril 6: Pellet celular, sin IPTG, Carril 7: fracción periplasmática precipitada, sin IPTG. 

(B) E.cols E609L °LYS'VpET27 con CECdir, Carril 1: Marcador de peso molecular 26.6, 16.9, 14.4 y 6.5 kDa, 

Carril 2: medio cultivo precipitado, inducido con IPTG, Carril 3: Pellet celular, inducido con IPTG, Carril 4: 

fracciôn periplasmática precipitada, inducido con IPTG, Carril 5: medio cultivo precipitado, sin IPTG, Carril 6.-

Pellet celular, sin IPTG, Carril 7: fracciãn periplasmática precipitada, sin IPTG. 

38 



Para la optima expreslón de los monómeros y dobletes construidos se transformO 

exitosamente celulas de E.coli BL2I(DE3) (figura 9.10), cepa que ya es DE3 lisógena. La 

razôn de no utilizar la cepa "porosa" de E. co/i para expresar los péptidos, fue que la 

naturaleza de esta cepa sOlo le permite ser ütil para el rastreo de péptidos antmicrobianos 

más eficientes, pero no asi para la producciôn, dado que estos mutantes son frágiles y 

revierten prontamente (Jonasson et al., 2002). 

A) B) C) 0) 

500- 
-5°0 500—  

Figura 9.10 Transformación de monomeros y dobletes de cecropina en BL2I(DE3). pET27 de 

monomeros y dobletes can y sin peiB fueron utilizados para transformar BL2I(DE3). PCR de colonias 

resistentes a kanamicina fueron resueltos a través de electroforesis en gel de agarosa (2%). (A) pET27 sin 

peiB, Carril 1: CECdr, Carril 2: CECret, Card 3: escalera de DNA (Winkler) (bp). (B) pET27 con peiB, Carril 1: 

escalera de DNA (Winkler) (bp), Carril 2: CECdr, Carnl 3: CECret. (C) pET27 sin peiB, Carril 1 escalera de DNA 

(Winkler) (bp), Carril 2: CECdur-CECret, Carril 3: CECret.CECdir. (D) pET27 con peiB, Carril 1: CECdu-CECret, 

Carril 2: CECrerCECr, Carril 3: escalera de DNA (Winkler) (bp). 

En la figura 9.11 se muestra el perfil de expresiôn obtenido en células de BL21(DE3) con 

constructos en pET27 con peiB, observándose la expresiOn de péptidos del tamaño 

esperado para CECdir y  CECdjr CECret  (carriles 3, 6) y uno algo menor para CECret  (caml 9) 

fueron obtenidos con la inducción con IPTG, estando ausente en células sin inducciOn 

(carriles 2, 5 y 8) demostrando asi un control mayor de la expresión basal que la cepa 

E609L"LYS". 
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Figura 9.11 PertH de expresión de monómeros y dobletes de cecropina con péptido senal peiB. 

Expresiôn de CECdr-CECreL  desde células BL21/pET27 con poiB inducidas con IPTG, resueltas a través de 

electroforesis Tns-tricina / Urea (18%). Carril 1, 4, 7: Marcador de peso molecular (Bio-Rad) (kOa), Carril 2.-

Control (BL21 con pET27 CECdr sin inducción con IPTG), carril 3: BL21 con pET27 CECdir con IPTG, carril 5: 

Control (BL21 con pET27 CECret  sin inducciôn con IPTG), carril 6: BL21 con pET27 CECret  con IPTG, carril 8: 

Control (BL21 con pET27 CECd,,-CEC,,t  sin inducción con IPTG), carril 9: BL21 COfl pET27 CECdCECret COfl 

IPTG. 

El primer paso de purificaciôn después de Ia extracción involucrô el desalteado de CECdjr  

y CECdir CECret mediante cromatografla en fase sólida Sep-Pak eluido con 80% ACN. En 

la figura 9.12 se muestra el enriquecimiento y purificación de los péptidos. 

12 

26.6- 

16.9- 
14.4- 

6-5 

Figura 9.12 Purificación de cecropina y doblete con pelB por Sep-Pak. Proteinas extraidas desde cultivos 

de BL21(DE3) con pET27ICEC o  y CECdprCECret con peiB inducidas con IPTG, fueron punficadas por Sep-

Pak con gradiente de ACN y resueltas a través de electroforesis Tns-tricina / Urea (18%). Carril 1: Fracción 

CECcjir eluido con 80% ACN, Carril 2: Fraccion CECCECrOL eluido con 80% ACN. 
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AsI mismo en la figura 9.13 se muestra el perfil de expresión obtenido en células de 

BL21(DE3) COfl CECdIr CECret  en pET27 sin peiB a diferentes tiempos de inducciOn y 

temperatura. CECdjr CECret  fue el i.inico en que se pudo observar expresión sin pelB, 

obteniéndose un péptido del orden de los 8,5 kDa esperado. 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

26.6 - 

16.9 
14.4 

6.5 - doblete 

Figura 9.13 Perfil de expresión de doblete de cecropina sin peiB. ExpresiOn de CECdw-CECr&t desde 

células BL21/pET27 inducidas con IPTG, resueltas a través de electroforesis Tris-tricina / Urea (18%). Carril 

1: Marcador de peso molecular (Bio-Rad) (kDa), Carril 23: Control (131-21 con pET27 CECrCECr Sifl 

inducciôn con IPTG) a 37y 26°C por 6 his incubaciOn respectivamente, Carril 4,5: BL21 con pET27 CECdr 

CECrt a 37 y 26°C con inducciOn de IPTG por 2 his, Carril 6,7: BL21 con pET27 CEC-CEC0 a 37 y 26°C 

con 4 hrs de inducciOn con IPTG, Carril8,9: BL21 con pET27 CECdrCECret a 37y 26°C con 6 his de inducciOn 

con IPTG. 

Esta expresión también se verificó mediante el RT-PCR dirigido a la secuencia codificante 

de CECdir CECret ObtefliéfldOSe una amplificaciOn de los cultivos inducidos con IPTG (figura 

9.14). 

300 — Producto RT-PCR 200 

1oo— 

Figura 9.14 Perfil de expres,ón mediante RT-PCR de cultivos de doblete de cecropina. RNA de cultivos 

de BL21(DE3) con pET27/CEC-CECret induddo con IPTG, tratado con ONAsa y sometido a RT-PCR. 

Producto RT-PCR fue resuelto a través de electroforesis en gel de agarosa (2%). Carril 1: escalera de DNA 

(Winkler) (bp), Caml 2: Control RT-PCR negativo, sin transcnptasa reversa, Carril 3: RT-PCR con 

transcriptasa reversa. 
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La purificaciOn mediante Sep-pak del péptido CECdjrCECret  permitiô su enriquecimiento 

(figura 9.15). Además permitió ver que en el citosol se acumulO una fracciôn minima del 

péptido soluble (carril 2) y que la mayoria estaba presente en cuerpos de inclusion (carril 

3). 

26..6 

16.9w 
14.4...... 

6.5...... 

Figura 9.15 Purificaciôn de doblete par Sep-Pak. Proteinas extraidas desde cultivos de BL21(DE3) con 

PET27/CECdwCECre  inducidas con IPIG, fueron purificadas por Sep-Pak con gradiente de ACN y resueltas a 

través de electroforesis Tils-tricina I Urea (18%). Card 1: Marcador de peso molecular (Blo-Rad) (kDa), Carnl 

2: Fracciôn citosólica, Carril 3: Fracciôn cuerpos de inclusion. 

La segunda etapa de purificaciOn involucró RP-HPLC obteniéndose un peak a los 69,18 

min en un 47,5% ACN (figura 9.16A) que se confirmô mediante electroforesis que fuera el 

mismo péptido (figura 9.16B). Una muestra de este péptido fue enviada y se sometió a 

una determmnaciOn de masa que confirmO su identidad. 
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Figura 9.16 Purlficaciôn de doblete por RP-HPLC. (A) Perfll de elusion de RP-HPLC de la fracciOn del 80% 

ACN post Sep-Pak C-18 con un gradiente lineal de 5-60% AGN. (B) Perfil de proteinas resuelto a través de gel 

de electroforesis Tris-tiicinaf Urea (18%). Carril 1: Marcador de peso molecular (Bio-Rad) (kDa), Carnl 2: 

Eluido del peak del cromatograma con un tiempo de retenciOn de 6918 min que corresponden al doblete 

CECd,-CECt. 
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En la figura 9.17 se muestra el espectro de masa obtenido POI MALDI-TOF MS, que 

estimO el peso molecular del péptido en 8,417.4 Da, acorde con lo esperado. 

8,417.4 

mfz 

Figura 9.17 Espectro MALDI-TOF MS de doblete. Determinaciôn de masa del peak mayor del 

cromatograma obtenido de RP-HPLC, que corresponde at dobtete CEd-CECret 

La correspondencia de la secuencia primaria tue determinada mediante una digestiOn 

trIptica donde se obtuvieron varios fragmentos, de los cuales dos fueron predominantes 

de 2.040 y 2.718 (figura 9.18A). La digestion trIptica hipotética de 4 fragmentos mostrô 

una secuencia pnmaria acode con CECdjr CECret  (figura 9.186). La real naturaleza del 

péptido fue determinada por una fragmentaciOn de masa del fragmento de 2.040 mediante 

espectrOmetro de masa con trampa iOnica. 
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Fragmentos de Digestion trIptica hipotética 

m/z Comlenzo final Secuencia 

10675962 65 73 (R) THQGVREIK (K) 

1095.6023 11 19 (K) IERVGQHTR (D) 

2040.0838 44 64 (R) ATAAVNAAQQAIGLGQITADR (T) * 

2040.0838 20 40 (R) DATIQGLGIAQQAANVAAIAR (G) * 

2310,2278 41 64 (R) GGRATAAVNAAQQAIGLGQITADR (T) 

2310.2278 20 43 (R) DATIQGLGIAQQAANVAATARGGR (A) 

2718.4399 44 70 (R) ATAAVNAAQQAIGLGQITADRTHQGVR (E) 

2718.4399 14 40 (R) VGQHTRDATIQGLGIAQQAANVAATAR (G) ** 

Figura 9.18 Análists MALDI-TOF MS de digestion triptica total de doblete. (A) *r indican Pesos 

moteculares acorde a to esperado para las secuencias y espectro de fragmentaciOn. (B) Digestion hipotética 

de CECdi-CECret 
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La figura 9.19 A y B muestra que los aminoácidos 20 a 64 corresponden a las secuencias 

invertidas de CECdir-CECret. 
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Figura 9.19 Fragmentación par Espectrometrta de masa provisto con trampa iónica del peak 2040.1 de 

la degradacion trIptica. (A) y (B) indican que los aminoácidos 20 a 64 corresponden a las secuencias 

invertidas de CEC&i-CECret 
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El péptido CECdir-CECret purificado mediante RP-HPLC fue utilizado para ensayos 

antimicrobianos contra bacterias gram negativas y positivas, asI como sobre hongos 

mostrando una actividad aumentada del orden del micromolar y mayor rango de acciôn en 

comparaciOn con el control de cecropina sintética (Tabla 9.1). El mismo peptido con peiB 

mostró una actividad reducida en el orden de 10 (datos no mostrados). 

Tabla 9.1 Perfil antimicrobiano in vitro de fracciôn post-HPLC de CECdr-CECret aislado de BL21 comparado 
con CECdi, obtenido por sintesis quimica (f-moc). 

MIC (jiM) 
Bacterias gram 

negativas CECdirCECret CECr 
V. orrialii 1.08 2,16 

V. anguillarum 1.08 2,16 
V. alginolyticus 1.08 2,16 

V. mimicus 2,16 - 

V. parahaemolyticus 2,16 - 

E.coli 1,08 - 

E. aerogenes 108 2,16 
E. tarda - - 

Bactenas gram 
positivas  

B. subtilis - - 

S epidermidis - - 

M. luteus 1,08 - 

Hongos  

Saprolegnia sp. 0,17 - 

MIC esta dado por valores IC (jiM), (-)-. No hubo actividad detectable a la concentraciôn ensayada. 

Para confirmar la ausencia de citotoxicidad el péptido fue incubado con células CHSE-214 

(Lannan et al., 1984). La viabilidad de las células fue demostrada mediante el método de 

exclusion del colorante azul de tripan, donde el péptido no mostrO citotoxicidad sobre 

células eucariOticas (CSE-214) por al menos una concentraciOn 10 veces la concentraciOn 

de la inhibiciOn bacteriana (Tabla 9.2). 
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Tabla 9.2 Ensayo in vitro de citotoxicidad de doblete CECdir-CECret aislado de BI-21,  comparado con CECdir 

obtendo por sintesis quimica, en la linea celular CHSE-214. 

Concentración de 
P!P O 

 

% viabiludad 

CECdl.-CECt (pglpl)  

1,5 94 
3,0 91 
6,0 93 
7,5 95 

CECthr (I.i94i1 )  

1,5 64 
3,0 73 
6,0 50 
7,5 27 

Células BL21(sin DE3) se transformaron en forma exitosa con los constructos (figura 

9.20), que pudieran ser infectados por el fago lambda CE6 para suministrar T7 RNA 

polimerasa a células. 

1 2 34 5 

;II 

700 — 
800- 
500 
400 

Figura 9.20 Transformacion de monómeros y dobletes de cecropina en BL2I (sin DE3). pET27 de 

monômeros y dobletes con peiB fueron utilizados para transformar BL21 (sin DE3). PCR de colonias 

resistentes a kanamicina fueron resueltos a través de electroforesis en gel de agarosa (2%). Carril 1: escalera 

de DNA (Winkler) (bp), Carril 2: CECrCECt, Carril 3: CECret-CECdjr, Carril 4: CECdt, Carril 5: CEC1 

Se amplificO el fago CE6 para tener las cantidades adecuadas para una expresón, 

obtenléndose una titulaciOn del orden de 5x109  pfu/ml (figura 9.21). 
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Figura 9.21 Titulación de infección de células LE392 con fago lambda CE6. Estrategia de titulaciOn para 

determinar muitiplicidad de infecc*ôn (MOI) de fago lambda CE6. 

Se indujo la expresión de células BL21 (sin DE3) con diluciones seriadas del fago para 

tener diferentes multiplicidad de infección (MO!), sin embargo el sistema probO no ser 

adecuado para la expresión de estos péptidos (figura 9.22A y B) 

A 

26.6 - 

16.9 - 
14.4 - 

6.5 - 

B 

26.8 - 

169 - 
144 - 

8.5 - 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

•.T. 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

I 
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Figura 9.22 Perfil de expresión de monómeros y dobletes de cecropina (BI-21 sin 0E3). ExpresiOn de 

CECdir y CECcirCECret con peiB desde células BL21/pET27 infectadas con fago lambda CE6 a diferentes MO!, 

resuelta a través de electroforesis Tris-tricina I Urea (18%). (A) CECir Carril 1: Marcador de peso molecular 

(Bio-Rad)(kDa), Carril 2-4: CECdjr con (MOl: 1 5, 10), Cain! 6-8: CECr con (MO! 15, 20, 25), Cam! 5, 9: 

control CECd1 sin infeccián. (B) CEC-CEC t  Cam! 1: Marcador de peso molecular (Bio-Rad) (kDa), Carril 2-

4: CECdrCECret  con (MO!: 1, 5, 10), Cam! 6-8: CECdr-CECt con (MO!: 15, 20, 25), Carril 5, 9: control CECdtr 

CECret sin infección. 

Se ut(lizó una aproximaciOn, que usa la inteina Sce VMA como pareja de fusion (Chong et 

al., 1996; Chong et al., 1997). Los monómeros y dobletes en pET27 fueron sublonados en 

el vector plYBli (figura 9.23) y se transformO en forma exitosa células TOP10 y ER2566 

(figura 9.24). 

lnterna(N) 
- 

Inteina(C)....... 

Saps EcoRl 

Figura 9.23 Diseno de clonamiento en pTYBII. Monômeros y dobletes de cecropina fueron clonados en 

pTYB1 1 con (Sap! y EcoR!). Este presenta un dominio de union a quitina (CBD). 
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Figura 9.24 Transformaclón de monómeros y dobletes de cecropina on TOPIO y ER2566. pTYB11 de 

monOmeros y dobletes fueron utilizados para transfomiar TOP10 y ER2566. PCR de colonias resistentes a 

kanamicina fueron resueltos a través de e!ectroforesis en gel de agarosa (2%). (A) TOP 10, Carril 1: escalera 

de DNA (Winkler) (bp), Carril 2: CECdr  Cam! 3: CECret, Cam! 4: CEC-CECret, Carril 5: CECrerCECdjr. (B) 

ER2566, Cam! 1: escalera de DNA (Winkler) (bp), Cam! 2: CECdÜ. Cain! 3: CECret. (C) ER2566, Cam! 1: 

escalera de DNA (Winkler) (bp), Cam! 2: CEC-CECret, Carril 3: CECrerCECctr. 
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En la figura 9.25 se puede observar la expresión de la protelna de fusiOn nteina-CECdr  de 

tamaño esperado 59,2 kDa con IPTG (carril 4) y su expresiOn basal sin IPTG (carril 3). 

Como control de expresián se expresO la proteina de union a maftosa de 97 kDa (carril 8-

10). 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

66- 

45— c,..  

Figura 9-25 Perth de expresión de cecropina (ER2566). Expresión de CECd,r desde células 

ER2566/pTYB11 inducidas con IPTG, resueltas a través de electroforesis Tns-tricina / Urea 12% Carril 1: 

Marcador de peso molecular (Blo-Rad) (kDa), Carril 2-4: CECTYB11 (t: 0, t 16 hrs sin IPTG, t: 16 hrs con 

IPTG 0.3 mM), Carril 5-7: plYBil sin fragmento (t: 0, t: 16 hrs sin IPTG, t: 16 hrs con IPTG 0.3 mM), Carril 8-

10: pMYB5 (t: 0, t: 16 hrs sin IPTG, t: 16 hrs con IPTG 0.3 mM). 

En la figura 9.26 se pudo apreciar la diferencia de tamaño con su control (PTYB1 1 sin 

inserto, en carril 3) que es de 55 kDa contra los 59,2 KDa (PTYBi 1 CECdjr, en carril 2). 

123456789 

66- 

45— 

Figura 9.26 Perfil de expresión de cecropina (ER2566). ExpresiOn de CECdj, desde cétulas 

ER2566/pTYB1 1 inducidas con IPTG, resuettas a través de electroforesis Tris-tricina / Urea 8% Carril 1: 

Marcador de peso molecular (Blo-Rad) (kDa), carril 2, 5 y 8: CEC/pTYB1 1 carril 3, 6 y 9: plYBi 1 sin 

fragmento, carril 4 y 7: pMYB5. Carnles 2-4 t=16 hrs con IPTG 0.3 mM, carril 5-7 t= 16 hrs sin IPTG, card 8-9 

t:0) 
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Se obtuvo los mismos resultados con el retropéptido CECret  obtenléndose una proteina 

estimada de 59,2 (figura 9.27). 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

45— 

Figura 9.27 Perfil de expresión de cecropina y retrocecropina (ER2566). Electroforesis 12% Carril 1: 

Marcador de peso molecular (Bio-Rad) (kDa), CECdir (t: 16 his con IPTG 0.3 mM (carril 2), t: 16 his sin IPTG 

(carril 3)), CECret (t: 16 hrs con IPTG 0.3 mM (carr114), t: 16 his sin IPTG(carril 5)), pTYB1 1 sin fragmento (t: 

16 his con IPTG 0.3 mM (carril 6), t: 16 his sin IPTG(carril 7)), ER2566 sin pTYB11 (t: 16 his con IPTG 0.3 

mM (carril 8), t: 16 his sin IPTG( carril 9)), CECdir-CECret (t: 16 his con IPTG 0.3 mM(carril 10)). 

Se obtuvo tamblén una expresión exitosa de los dobletes CECdir-CECret y CECret-

CECdir del tamaño esperado 63,4 kDa (figura 9.28). 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
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45— 

Figura 9.28 Perfil de expresión de dobletes de cecropina (ER2566). Electroforesis 12% Canil 1: Marcador 

de peso molecular (Bio-Rad) (kDa), CECdir-CECret (t: 16 his con IPTG 0.3 mM (carril 2), t: 16 his sin 

IPTG(carril 3)), CECret-CECdir (t: 16 his con IPTG 0.3 mM (carril 4), t: 16 his sin IPTG( carril 5)), pTYB1 1 sin 

fragmento (t: 16 hrs con IPTG 0.3 mM (carril 6), t: 16 his sin IPTG( carril 7)), ER2566 sin pTYB11 (t: 16 his 

con IPTG 0.3 mM (carril 8), t: 16 his sin IPTG(carril 9)), CEO (t: 16 his con IPTG 0.3 mM(carril 10)). 
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En cuanto a su extracción con lisozima se recuperó las proteinas de fusion en la fracciOn 

soluble al bajar la temperatura de expresiôn a 22°C (figura 9.29). 

123456789 

ee 
45 

Figura 9.29. Purificaciôn y recuperación de péptidos de extracto celular. Sobrenadante de lisado de 

proteinas extraidas con lisozima desde cultivos de ER2566 con pTYB11/ CECdir y  CECIrCECret inducidas con 

IPTG, resuelta a través de electroforesis Tris-tricina I Urea (18%). Carril 1: Marcador de peso molecular (Bio-

Rad) (kDa), Card 2-5: CEC, Carril 6-9: CECdrCECret 

Se confirmó que la proteina expresada correspondia a la proteina de fusion con inteina 

mediante un western blot, usando un anticuerpo especifico contra el dominio de uniOn a 

quitina unido a la inteina (figura 9.30A), mientras que las restantes proteinas propias de 

E.coli reaccionaron contra un anticuerpo especIfico contra E.coli BL2I (figura 9.30B). 

A B 

66— = 
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12 3 

Figura 9.30 Western blot de proteina de fusion. (A) Inmunoblotting de proteina de fusiOn (CECdr) COfl 

anticuerpo anti-CBD. (B) inmunoblotting de restantes proteinas de E.coli con anticuerpo anti-BL2I. Carril 1: 

Marcador de peso molecular (Bio-Rad amplio rango), card 2: resina de quitina con proteina de fusiOn antes 

de clivaje. carril 3: resina de quitina post DTI. Membrana fue teñida con diaminobenzidina. 

53 



La fracciôn soluble de CECör y CECdjr CECret  tue cargada en columnas de quitina donde 

se indujo el clivaje con OTT por 40 hrs a 18°C, recuperándose los péptidos libre de su 

proteina de fusion (figura 9.31B, carril: 4-5). En el carril 4 y 5 se observa CECdir  (4,2 KDa) 

y CECdCECret  (8,4 KDa), respectivamente en la parte inferior del gel. Se puede observar 

como permanece unida la inteina a la columna de quitina en la parte superior del gel 

(carril: 4-5). 
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Figura 9.31 Puriftcación de monômero y doblete de cecropina por columna de quitina. (A) Carril 1: 

Marcador de peso molecular 34.9, 26.1, 15.6, 8.5 y 3.7 kDa (Bio-Rad), Carril 2: Pellet celular CECdir-CECret, 

Carril 3: Pellet celular CECdir, Carril 4: sobrenadante CECdir, Carril 5: sobrenadante CECdir-CECret, Carril 6: 

ler  lavado CECcijrCECret, Carril 7: 5° Lavado CECdiCECre. (B) Carril 1: Marcador de peso molecular (Blo-

Rad), Carril 2: 1 lavado CEC r, Carril 3: 5° lavado CECdir, Carril 4: clivaje de CECdr en resina, Carril 5: clivaje 

de CECdwCECre( en resina, Carril 6: lavado con OTT CECd, Carril 7: lavado con OTT CECarCECret. 

Luego se hizo eluir los péptidos libres de inteina, y se desaltearon y se eliminO el OTT que 

podia afectar la actividad del péptido en columnas Sep-Pak recuperándose las proteinas 

CECdIr  y CECdir-CECret  en la fracciOn del 40% que fue utilizada en RP-HPLC. En la RP-

HPLC se obtuvo un peak al tiempo de retenciôn 22.0 min para CECdir (figura 9.32A) y dos 

peaks con tiempos de retenciOn 14.3 y 21.8 para CECdjr CEC (figura 9.32B), que se 

confirmO mediante electroforesis que fuera el mismo péptido (figura 9.32C). 
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Figura 9.32 Purificación de monómero y doblete de cecropina por RP-HPLC. (A) CECdir: Perfil de elusion 

de RP-HPLC de la fracción del 40% ACN de post Sep-Pak C-18 con un gradiente lineal de 5-60% ACN. (B) 

CECdir-CECret: Perfil de elusion de RP-HPLC de la fracciOn del 40% ACN de post Sep-Pak C-18 con un 

gradiente lineal de 5-60% ACN. (C) Perfil de proteinas resuelto a través de gel de electroforesis Tris-tricinal 

Urea (18%). Carril 1: Marcador de peso molecular (Bio-Rad) (kDa), Carril 2: Eluido del peak del cromatograma 

con un tiempo de retención de 14,33 mm, Cariil 3: Eluido del peak del cromatograma con un tiempo de 

retenciOn de 21,81 min que corresponde al dobiete CECd-CECfet. 

El péptido CECdirCECret  purificado mediante RP-HPLC fue utiUzado para ensayos 

antimicrobianos contra bacterias gram negativas, mostrando una alta actMdad del orden 

del micromolar (Tabla 9.3). 

labIa 8.3 Perfil antimicrobiano de fracción post-HPLC de CECdtrCECret aislado de ER2566 mediante sistema 

inteina. 

MIC (PM) 
Bacterias gram 

negativas CECthr-.CECt 
V. ordalil 1.08 

V. alginolyticus 1,08 
E.coll 1,08 

MIC esta dado por valores IC5o (j.iM). 
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10. DISCUSION 

Esta trabajo muestra el nuevo diseño de construcciones genéticas involucrando dobletes 

de la secuencia codificante de cecropina A de Drosophila melanogaster. La estrategia 

involucrô la inversion de la secuencia codificante de aminoácidos comparado con la 

original, con el propósito de aumentar su potencial interacciôn con la membrana de 

bacterias patôgenas basado en una interacciOn sinérgica mostrado por formas 

diméricas/oligoméricas de un AMP (Dempsey et al, 2003). Este es el primer reporte de 

generaciOn de dobletes de AMPs sin puentes disulfuro uniendo los monOmeros (Dempsey 

et al., 2003; Hristova et al., 2001) obtenido por biosintesis de células y no por sintesis 

quImica (Merrifield et aL, 1995). Estos constructos también se diferencian de dobletes 

clásicos construidos por repeticiones en tandem obtenido de un sistema transcripciOn-

traducciôn libre de células, que no mostrO actividad (Martemyanov et al, 1997). El diseño 

y construcción de los nuevo dobletes no fue tarea fácil dado que la simple inversion de la 

secuencia codificante de la cecropina no da la inversion de la secuencia aminoacIdica 

debido a que el código genético es degenerado. Por ello la necesidad de generar un gen 

de retrocecropina. En cuanto al mecanismo propuesto de rastrear los péptidos 

antimicrobianos mediante una cepa "porosa" (Miller et al., 1998) que liberara el contenido 

penplasmâtico al medlo usando la secuencia señal periplamática pelB, no fue posible para 

cecropina dado que no se escindió correctamente. Esto se puede deber a que el peptido 

señal es necesario, pero no suficiente para exportación al penplasma mediante sistema 

de translocación de membrana de E.coll (Wickner et al., 1991). No todas las proteinas son 

buenos candidatos para localización periplamática, incluso puede se tôxico para ellos 

(Snyder y Silhavy, 1995). La expresión de genes foráneos en E. co/i generalmente Ileva la 

bacteria a empaquetar y acumular los peptidos en una forma densa y denaturada en la 

forma de agregados insolubtes Ilamados cuerpos de inclusion (Tsumoto et al., 2003). En 

la mayorIa de los casos la forrnaciOn de cuerpos de inclusion es consecuencia de niveles 

de altas tasas de expresiOn o es dependiente de la naturaleza de la proteIna, como peso 

molecular o hidrofobicidad (Lilie et al., 1998; Idicula-Thomas y Balaji, 2005; Ventura, 

2005). ProteInas que contienen regiones fuertemente hidrofObicas o altamente cargadas 

son más probables de formar cuerpos de inclusiOn. Ambas son caracteristicas presentes 

en CECdirCECret que fue esencialmente dingido a los cuerpos de inclusion. Dado que los 

niveles de expresiOn basal antes de la inducciôn pueden afectar el destino de los péptidos 

se probO altemativas. Bajos niveles de expresión basal en el sistema pET pueden ser 
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mantenidos al suplementar glucosa en el medio (Grossman et al, 1998; Novy y Morris, 

2001) al bajar los niveles de AMPc y manteniendo la protelna activadora por catabolito 

(CAP) inactivada. Sin embargo esta represión catabôlica mediante adición de glucosa 

hasta la fase estacionana no afectó mayormente el destino del péptido (datos no 

mostrados). Además Ia carga neta de aminoácidos N-terminales de la proteina madura 

pueden inhibir la translocaciôn (Kajava et al., 2000). Esto es una caracteristica de la 

cecropina, con sus multiples residuos de aminoácidos con carga positiva en este extremo 

lo que podrIa interferir su traslocaciôn. Esto no cierra la posibilidad de usar esta idea, que 

encierra un potencial muy grande pars agilizar el proceso de selecciôn de AMPs que 

normalmente es lento, con otros peptidos o la utilizaciôn de otro péptido señal. El sistema 

de expresión seleccionado en células BL21 con pET27 resultó óptimo para obtener la 

expresión del doblete de cecropina CECdirCECret, siendo uno de los pocos casos en que 

un peptido activo es obtenido en bactenas sin el uso de proteinas de fusion o asociados a 

peptido señal (Piers et al., 1993; Skosyrev et al., 2003). El rendimiento en la recuperaciôn 

del peptido fue del orden de 20 mg/it desde cuerpos de inclusion, y de 340 pg/It en la 

fracciOn soluble, más que aceptable y más aün sin péptido de fusion. Esto comparado con 

los niveles obtenidos en otros sistemas para obtener cecropina como Bombyx mon 

(Yamada et al., 1990) que mostró un rendimiento de 20 pg en 450 ml del medio de cultivo, 

Saccharomyces cerevisae (Ally et al., 1999) con 80 pg en I It de suspensiOn de Ievadura, 

Pichia pastons (Jin et al., 2006) con 12 mg en 1 It de suspension de levadura, asi como 

E.coii (Xu et al., 2007) con recuperaciôn 11,2 mg en 1 It, pero utilizando proteina de 

fusiOn. La extracciOn de Is fuente natural, permite obtener 70 pg desde 150 ml de 

hemolinfa de Sarcophaga peregrina (Okada et al., 1983). El doblete eluyó alrededor del 

47,5% ACN en concordancia con otros péptidos similares a cecropina (Kim et al., 2004). 

La caracterizaciôn de este péptido en geles de poliacnlamida confirmo su tamaño 

esperado. Esto fue apoyado por los datos obtenidos por HPLC donde se obtuvo un 

cromatograma con un peak caracteristico que mediante un espectro MALDI-TOF se 

determinó un peso molecular prácticamente idéntico al teOrico sin la metionina de inicio, 

mostrando que el péptido se encontraba completo. Modificaciones del extremo amino 

terminal de las protelnas donde se elimina la metionina inicial se puede observar en 

procanotas (Sherman et al., 1985), lo que parece indicar la acciôn de la metionina 

aminopeptidasa (Solbiati et al.. 1999; Ben-Bassat et al., 1987). La fragmentacion por 

espectrometna de masa con trampa iOnica del peak de 2040 permitiO saber sin ninguna 

dudad que la molécula funcional recuperada corresponde a la genéticamente diseñado. 
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Trabajos posteriores realizados por el laboratorio de genética molecular e inmunologia, 

mediante dicroismo circular de este péptido doble mostrô que la conformaciOn o-hélice del 

monômero cecropina se mantiene, elemento cave en la actividad antimicrobiana (Fu et 

al., 2004; Silvestro y Axelsen, 2000; Dathe y Wieprecht, 1999). La estabilidad mayor de 

este doblete comparada con las formas monoméncas que no se expresaron, sin peiB, se 

puede deber a que la estabilidad de péptidos pequeños producidos en E.coli ha sido 

aumentada si estos péptidos son unidos en tandem como un polImero grande de 

unidades repetidas (Shen, 1984). Además se puede deber al hecho de que en 

CECdirCECret las colas hidrofôbicas se encuentran dirigidas hacia el interior en este 

doblete y por tanto no se encuentra disponible a diferencia de los monômeros y el otro 

doblete CECretCECdir donde las colas están dingidas hacia fuera. Un péptido as[ es 

potencialmente tôxico para el hospedero debido a que regiones hidrofôbicas no plegadas 

y libres tienen la tendencia de unirse a otras proteinas del citosol, asI como adhenrse a 

las membranas celulares (Laage y Langosch, 2001; Benita et al., 2006). Esto puede 

provocar que el hospedero no exprese o degrade este péptido, como puede ser el caso 

de CECretCECdir. Por otro lado el doblete CECdirCECret mostró un amplio rango de 

actividad antimicrobiana contra bacterias gram negativas, gram positivas y hongos 

presentando una potente actividad con muy bajo MlC. Esto es especialmente importante 

en el caso de la bacteria Vibrio ordalii y el hongo Saprolegnia sp, que son patOgenos que 

afectan a la acuicultura chilena y donde su inhibiciôn fue prâcticamente completa a bajas 

concentraciones del péptido. Esto demuestra que el doblete no solo aumento la potencia 

antibactenana (Zasloff 2002; Boman 1998), sino que también aumenta el espectro de 

acciôn a nuevos patógenos como es el caso del hongo Sapro!egnia sp, en comparaciôn a 

la cecropina parental (DeLucca et at., 1997). En cuanto a la actividad antimicrobiana 

aumentada que presentó el doblete de cecropina comparado con la cecropina esta es una 

propiedad de la nueva molécula, dado que la retrocecropina obtenida por sintesis quimica 

no mostrô actividad por si misma y la cecropina obtenida por sIntesis quimica presentO 

una actividad menor que el doblete. El aumento de la actividad por el doblete de 

cecropina podria tal vez apoyar un proceso de oligomerización o formaciOn de agregado 

de este péptido en la membrana bactenana de una manera similar a la obtenida por 

magainina (Zemel et al., 2005; Dempsey et al., 2003). El aumento de de las propiedades 

catiônicas de los péptidos es un elemento que se ha visto puede ayudar a potenciar Ia 

actividad antimicrobiana (Wang et al., 1998; Fink et al., 1989). Este es el caso del doblete 

diseñado que duplica las cargas positivas disponibles (carga neta +12) en una forma 
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versátil, manteniendo una estructura helicoidal de dos cabezas mayores, de acuerdo a 

datos disponibles (Tenaza et al., 1999; Dempsey et at, 2003). El doblete CECdirCECret 

fue diseñado para permitir la acción sinergica de los dos extremos amino, en donde los 

extremos carboxi, unidos intemamente por dos glicinas cumplen la funciôn de puente 

(Xiao et al., 2006) entre los monómeros. Un estudio de péptidos antimicrobianos 

helicoidales revelan que la glicina es frecuentemente encontrada cerca del centro y que 

actüa como puente para aumentar la flexibilidad en muchas familias proteicas (Tossi et 

al., 2000). La presencia de una inserciôn de este tipo de puente en la hélice, es en 

muchos casos deseable, atenuando Ia toxicidad de péptidos hacia el hospedero, mientras 

que mantiene la potencia antimicrobiana comparable (Tossi et al., 2000; Dathe y 

Wieprecht, 1999). Esto podria explicar la baja citotoxicidad presentada por el doblete, 

como comprobado sobre la linea celular de peces CHSE-214, dado que esta linea celular 

es altamente sensible a agentes exógenos y por ende, constituye un buen modelo para 

éste propósito (Lannan et al., 1984). Esto permite asi asegurar la naturaleza inocua de los 

péptidos para el huésped, elemento crucial para su potencial aplicaciôn terapéutica. En 

cuanto a los sistemas altemativos propuestos para optimizar los niveles de expresion, la 

elecciôn del sistema de expresión mediante el fago lambda CE6 se debiô al éxito 

mostrado en expresar proteinas extremadamente tóxicas gracias a una prácticamente 

nula expresión basal (Doherty et al., 1993). Sin embargo la inducciôn con el fago lambda 

CE6 no resulto del todo, tal vez por el hecho que este mecanismo requiere un control muy 

preciso de la multiplicidad de infecciôn (MOI) por célula, donde este si es menor no se 

induce la expresiôn y si es mayor se inhibe la sintesis proteica (Studier et al., 1990; Miao 

et al., 1993). El otro sistema propuesto mediado por sistema inteina, los análogos 

proteicos de los intrones, permitió la expresiOn y recuperación de péptidos activos, sin la 

necesidad del clivaje quImico o enzimático para liberar el péptido de su protelna de fusion 

(Morasutti et aL, 2005), que son tóxicos o costosos. La razón para seleccionar el vector 

pTYB1 1 (fusiOn de la inteina pot el extremo N-terminal del péptido) en desmedro del 

vector pTYBI (fusiOn de la inteina por el extremo C-terminal del péptido) se debió a la 

intenciôn de proteger la regiOn más propensa a la degradaciOn de la cecropina (region de 

aminoácidos bésicos cargados positivamente, que en conjunto con los residuos de 

tnptófano y glicina del extremo son responsable en gran parte de la actividad 

antimicrobiana de la cecropina (Skosyrev et al., 2003; Okemoto et al., 2002). De esta 

manera se Iogró proteger el péptido en forma similar a como ocurre con el prepro péptido 

de Ia cecropina in vivo (Zasloff, 2002). Esta estrategia permitiô obtener la expresiOn de 



ambos monômeros y dobletes, demostrando que protege a los péptidos con la fusion de 

inteina cumpliendo el papel que tienen las secuencias prepro que utilizan los AMPs. Para 

lograr Ia expresiôn de los péptidos en la fracciôn soluble fue necesano bajar la 

temperatura de inducciOn desde 37°C hasta 22°C (datos no mostrados). El crecimiento a 

37°C puede causar la acumulaciôn de algunas proteinas en cuerpos de inclusion, 

mientras que la disminuciOn de la temperatura puede Ilevarlos a su forma soluble y activa 

(Xu et a!, 2005; Schein y Notebom, 1989). Luego de la purificaciOn en las columnas de 

quitina se demostró que el péptido de fusiOn inteina se autoescindiO en forma exitosa del 

péptido CECdirCECret. El rendimiento en la recuperaciôn post Sep-pak y HPLC del 

péptido CECdirCECret fue del orden de 2,2 mg/it desde la fracción soluble. Esto 

comparado con otros estudios empleando el sistema inteina para otros péptidos 

antimicrobianos como la bacteriocina piscicolina 126 de 1,1 mg/It (Ingham et al., 2005) y el 

péptido antimicrobiano SMAP-29 fue de 200 ug/It (Morassutti et al., 2005). El análisis en 

geles de poliacrilamida confirmO su tamaño esperado y luego de HPLC se mostró su 

pureza y la recuperaciOn de actividad antimicrobiana del orden micromolar. 
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11. CONCLUSIONES 

En resumen los resultados de este trabajo apoyan la viabilidad de producir los AMPs sin 

proteinas de fusion o péptidos señal. Además esta forma doble con novedosa 

conformación de la cecropina permitiO aumentar la expresión, estabilidad y actividad 

comparada con su forma monomérica, diseñando asi un nuevo modelo para mejorar a 

otros AMPs. Se expone además una nueva altemativa para estabilizar la expresion de 

péptidos que no se pueden expresar de otra forma mediante el uso de inteinas, asi como 

la forma de obtener estos en forma soluble y en forma libre de protelna de fusion gracias 

a su actividad autocatalItica. Trabajos postenores realizados por el laboratorio de 

Genética Molecular e Inmunologia, en cultivos de salmónidos ha perniitido demostrar su 

efectividad y exitoso control in vivo contra el hongo Saprolegnia sp, un importante 

patOgeno de La acuicultura nacional a concentraciones muy bajas del peptido, lo que 

permite proyectar un uso de este péptido. El diseño y construcciOn de dobletes de las 

secuencias codfficadoras de cecropina y su forma invertida, permitieron asi generar 

recombinantes que expresados en sistemas heterólogos mostraron mayor actividad o 

espectro de acción que los peptidos parentales sobre agentes patOgenos que afectan la 

acuicultura. 

Los atributos de los péptidos hacen que este producto sea más atractivo que los 

antibióticos y vacunas. Es un producto utilizado preventivamente, es de origen natural y 

se diferencia de los antibióticos quimicos clâsicos. Por la misma razón no seria residual 

en la came procesada de los ejemplares que los consumen, correspondiendo a un 

apropiado producto que permitiria el cultivo 100% uorganicon  Su degradación natural 

contrasta beneficiosamente con la aditividad peligrosa que presentan los antibiôticos al 

ser liberados en el medio, siendo amigable con el medio ambiente. No presentan 

citotóxicidad contra el huésped dado su caràcter eucariótico y por lo mismo no presentan 

problemas para el consumo, facilitando su comercialización. Presentan una rápida acciOn 

a diferencia de [as vacunas, que requieren tiempos mucho más largos, aUn más, 

tratándose de animales de sangre fria, no generarian resistencia en los patôgenos como 

los antibióticos clásicos y serian aplicables especialmente en estadios tempranos de vida 

de organismos mannos cultivables cuando son más susceptibles al ataque de agentes 

patOgenos. Esta propuesta entregaria asi una respuesta a la necesidad de erradicar 

microorganismos patOgenos en cuttivos confinados de (a acuicultura nacional y 

adelantarse a la amenaza de la apancion local de nuevas enfermedades en la acuicultura. 
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12. RECOMENDACIONES 

Trabajos posteriores buscaran optimizar el funcionamiento para la expresiôn de la 

variante de CECretCECdir cuya actividad no fue probada. Asi mismo el sistema inteina 

puede proyectarse para la expresiOn de otros péptidos antimicrobianos que no pueden ser 

expresados mediante otros sistemas dad su toxicidad para el hospedero. La estrategia de 

diseño de dobletes puede ser explorada para la optimización o diseño de peptidos nuevos 

dado el éxito del doblete de cecropina. El sistema leaky" de E609L debiera ser explorado 

probando otros péptido señal o péptido antimicrobiano para ver Si se puede poner a punto 

como sistema de rastreo. La actividad de CECdirCECret puede aUn ser mejorada, ya que 

a producción recombinante de E.co!i no pemiite el procesamiento post-traduccional del 

extremo C-terminal, al no poseer la glicina oxidasa (Skosyrev et at, 2003). Las cecropinas 

naturales de insecto sufren normalmente la amidación C-terminal del residuo de glicina, 

que se ha visto tiene importancia en la actividad antimicrobiana contra bacterias gram 

positivas y negativas (Vizioli et al, 2000). La modificación post-traduccional es 

considerada necesana para la actividad completa de la molécula (Hara et al., 1994; Li et 

al., 1988). Una altemativa posible es el uso del sistema inteina que puede permitir la 

amidación de los péptidos en su procesamiento. 
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13. NOMENCLATURA 

ACN: Acetonithlo 
AMP: Péptidos antimicrobianos 
CECdir: Cecropina directa o parental 
CECret: Retro cecropina 
drAMP: Péptidos antimirobianos dobletes 
DTT: 1 ,4-Ditiotreitol 
I PTG: lsopropil--D-tio-gaIactopiranosido 
LB: Luria-Bertani 
PCR: Reacción en cadena de la polimerasa 
RP-HPLC: Cromatografia liquida de alto rendimiento en fase reversa 
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15. APENDICE 

15.1 Medios de cultivo 

medlo Luria Bertani (LB) 
1% NaCl 
1% peptona 
0.5% extracto de levadura 

medio minimo esencial (MEM) 
contiene dextrosa, sales inorgánicas, vitaminas y aminoácidos 
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