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1. RESUMEN

En la acuicultura los organismos son cultivados en lugares confinados que alcanzan altas
densidades, condicion que los hace susceptibles a enfermedades causadas por agentes
patégenos donde destacan virus, bacterias y hongos. En este trabajo se buscé aportar
una alternativa al uso de antibiéticos y vacunas en el combate contra patégenos
endémicos de la acuicultura, mediante el disefio y creacion de moléculas recombinantes a
partir de componentes naturales del sistema inmune innato de invertebrados. Para esto se
utilizé el enfoque del ADN recombinante y sistemas de expresién en Escherichia coli.

Se disefiaron y construyeron nuevas moléculas doblete del péptido antimicrobiano
cecropina A de Drosophila melanogaster combinando la secuencia codificante del gen
CEC A1 regular (CECg,) con su forma invertida (CECr) con la configuracion unica de
CEC4+CEC y CEC-CECy,. Estas dos moléculas recombinantes fueron generadas
usando una reaccion de PCR dirigido por tres primers donde una molécula hibrida con la
secuencia codificante de CECy; fue unida en fase con la secuencia codificante de CEC y
viceversa. Para obtener estas construcciones se sintetizo quimicamente la secuencia
codificante para generar un retropéptido de CEC con los mismos aminoacidos de CEC,
pero con la polaridad invertida. Ambos péptidos antimicrobianos dobles fueron clonados
en vectores de expresion para su posterior recuperacion 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 “porosa” E609L utilizando el péptido sefial periplasmatico
pelB, que liberara el contenido periplasmatico al medio que permitiera su monitoreo. Por
otro lado se logré expresar el péptido recombinante en células E.coli BL21 (DE3) sin
necesidad de recurrir a un péptido sefal o proteina de fusion, integrado en el vector de
expresion pET27b+. El péptido fue purificado obteniéndose un rendimiento importante
desde cuerpos de inclusion, recuperandose ademas una actividad aumentada contra una
variedad de patégenos comparada con la molécula parental monomeérica y su retroforma.
Este péptido ademas resulté tener baja citotoxicidad, como comprobado sobre la linea
celular de peces CHSE-214, elemento crucial para su potencial aplicacion terapéutica. Se
intentd por otro lado por primera vez la expresion mediante el fago lambda CE6 para la
expresion de péptidos antimicrobianos, debido al éxito mostrado en expresar otras
proteinas extremadamente téxicas. Adicionalmente ambos péptidos dobles, asi como los
péptidos parentales fueron clonados y expresados en el vector de expresion pTYB11 en
células de E.coli ER2566, recuperando la actividad antimicrobiana en péptidos solubles
mediante el autoclivaje desde una proteina de fusién asociado al splicing de proteinas
(inteinas). La actividad obtenida fue equivalente para ambos modelos.
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4. INTRODUCCION

Durante los Ultimos afios, se han registrado importantes incrementos en la cantidad de
peces para consumo humano procedente de la acuicultura, la cual se estima que en 2006
suministré cerca del 50 por ciento del total disponible para dicho consumo, segun datos
de la FAO. La produccién 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 produccién 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
demografico y los cambios de clima global, han dejado casi el 50% de los stock marinos
completamente explotados alcanzando los limites de sustentabilidad, hacen de la
acuicultura el unico sector que puede cumplir con la demanda. Para Chile la acuicultura y
mas especificamente la salmonicultura, se ha tornado en un nicho econoémico,
convirtiéndose en un productor y exportador de trucha y salmén a nivel mundial. Chile
ocupa el segundo lugar de la produccion de salmoén 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 salménidos
representando el 60% de la facturacion de toda la industria, y alrededor del 5% de las
exportaciones totales del pais. 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 econémico. Entre estas especies se encuentran Ostiones,
Choritos, Ostras, Abalon y Turbot. Esto hace de la acuicultura un area de gran relevancia
en la produccién de alimentos en el presente y de gran proyeccioén econémica.

A pesar de la oportunidad econémica de la acuicultura, hay varios factores que pueden
impactar la produccién 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), condicién que las hace susceptibles a enfermedades causadas por patégenos
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).



Entre las patogenos a vigilar por el informe sanitario de Sernapesca del 2006, se
encuentran la bacteria Gram-positiva Renibacterium salmoninarum causante de la
“Enfermedad Bacteriana del Rifion” (BKD), las bacterias Gram-negativas Yersinia ruckeri
causante de la “Enfermedad Entérica de la Boca Roja” (ERM), Piscirickettsia salmonis
causante de la “Septicemia Rickettsial del Salmén” (SRS) Los virus IPN causante de la
“Necrosis Pancreatica Infecciosa” (IPN), el virus ISA causante de la “Anemia infecciosa
del salmén” (ISA), ademas de la saprolegniosis causada por el hongo Saprolegnia sp. que
generan grandes pérdidas econdmicas en la salmonicultura chilena (Salmonicultura,
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
crustaceos (Aguirre y Ascencio, 2000).

El uso de antibiéticos y vacunacion ha aliviado parcialmente este problema, sin embargo,
el uso indiscriminado de antibiéticos ha generado resistencia en los patégenos, residuos
de antibiéticos en los peces y dafios al medio ambiente (Dixon, 1994; Evelyn, 1996;
Cabello, 2004). Por otro lado las vacunas involucran una manipulacién estresante para el
animal (Horne, 1997; Carvajal, 2000), que ademas puede disminuir la respuesta
inmunitaria y facilitar la infecciéon por agentes patdégenos (Kinkelin et al., 1991). Otro
elemento a considerar es que no son ni aplicables en invertebrados marinos ni en
estadios tempranos de peces que no presentan un sistema inmune completamente
desarrollado (Tatner y Manning, 1985). Ademas requieren tiempos mas prolongados de
respuesta inmunoldgica, especialmente bajo condiciones subéptimas (como bajas
temperaturas) y generalmente sirven sélo para un patégeno determinado (Jia et al., 2000,
Noga, 2001). Asi mismo la proteccion suministrada por las vacunas no es siempre
completa, como lo demuestran los numerosos brotes de SRS en salmoén del atlantico del
2002, observandose una eficacia parcial de las vacunas para combatir la enfermedad
(Aquanoticias, 2003). Esto ha llevado a la blisqueda de alternativas a los antibidticos y

vacunas.



5. REVISION BIBLIOGRAFICA

La inmunidad innata desempefia un papel especialmente importante en la defensa de
organismos marinos 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 crustaceos y
moluscos, donde la inmunidad innata es el Unico mecanismo inmunolégico por el cual se
protegen contra las enfermedades, al carecer de la inmunidad especifica (Josefsson y
Tatner, 1993; Séderhall y Cerenius, 1992). En este sentido el sistema inmune innato
presenta una serie de ventajas en comparacion con el sistema inmune especifico. La
naturaleza inespecifica del sistema inmune innato le confiere un amplio rango de actividad
antimicrobiana, que permite una proteccion contra multiples patégenos a la vez, a
diferencia de la inmunidad especifica que sdlo reconoce un antigeno/patégeno especifico.
Estas defensas muchas veces se encuentran activas en forma constitutiva, lo que brinda
una proteccion constante ante patégenos. Estas defensas son generalmente abundantes
en los portales de entrada (piel, agallas y tubo digestivo), pudiendo asi evitar la invasion
del patégeno antes de que ocurra dario. Este sistema es rapidamente inducible (dentro de
horas o pocos dias), lo que permite responder rapidamente ante un patégeno, a diferencia
de las respuestas inmunes especificas que requieren mucho mas tiempo para responder
(Noga, 2001).

En este respecto el descubrimiento de una nueva generacion de moléculas con actividad
antimicrobiana, llamadas péptidos antimicrobianos (AMPs), propios del sistema inmune
innato que presentan una rapida accién y una poderosa actividad antimicrobiana contra
un amplio rango de patégenos (Scott y Hancock, 2000; Tossi et al., 2000), ha permitido
centrar la atencién en ellos como una alternativa natural de profilaxis. Purificar AMPs, a
partir de los organismos que los sintetizan, para su aplicacion a cultivos confinados como
una alternativa a los antibidticos clasicos, podria ser la base para desarrollar
tecnologias nuevas y mas eficientes para el control de enfermedades que afectan los
cultivos disminuyendo significativamente la produccion.

Los AMPs son tipicamente catidnicos y anfipaticos, de doce a cien residuos
aminoacidicos, presentan una gran diversidad (Cudic y Otvos, 2002; Zasloff, 2002; Tossi y

Sandri, 2002), y es posible encontrar una gran variedad 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 quimiotactica al facilitar la funcién de células fagociticas (Fu et al.,
2004; Scott et al., 2002; Yang et al., 2000). Estos “antibidticos naturales” son
almacenados en granulos de células fagociticas de los eucariotas (neutrdfilos y
macréfagos), para ser liberados al fagosoma o al medio extracelular, para matar o
contener el crecimiento de patégenos 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 la gran mayoria 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, esta poblada de lipidos cargados negativamente. En contraste, la
cara expuesta de las membranas de las células animales estan compuestas por lipidos
sin carga neta, con los lipidos de carga negativa ubicados en la cara interna, hacia el
citoplasma (Matsuzaki, 1999). Esto es de gran relevancia, dado que permite atacar en
forma selectiva a los microorganismos, sin generar citotoxicidad en los animales. Esta
caracteristica es aprovechada por la naturaleza cationica y anfipatica del péptido, que con
su region hidrofilica cargada positivamente, segregada de la regién hidrofobica del
péptido, puede interactuar electrostaticamente e hidrofébicamente con la membrana
microbiana. La cationicidad favorece la interaccion inicial con la membrana externa
hidrofilica cargada negativamente, mientras que la region hidrofébica del péptido favorece
su insercién en la componente hidrofébica 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, alteracién 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 despolarizacién, colapso de la membrana celular
(Westerhoff et al., 1989; Yang et al., 2000; Cudic et al., 2002) o el dafio de blancos
intracelulares, después de la entrada del péptido (Kragol et al., 2001; Yeaman e Yount,
2003).

Las bacterias Gram-negativas difieren de las bacterias Gram-positivas en que tienen una
pared celular de peptidoglicano mas delgada, pero poseen una membrana exterior y
espacio periplasmico, con enzimas como la p-lactamasa, ademas de la membrana
citoplasmatica comun. Esta membrana es una barrera a muchos agentes antimicrobianos,
lo que hace a las bacterias Gram-negativas un blanco mas dificil y generalmente mas
resistentes a los antibidticos (Hancock, 1997). Contrariamente, las células utilizan una via
de captacion para los péptidos antimicrobianos diferente a la de los antibiéticos, por la
membrana externa, llamado captacion autopromovida (Sawyer et al., 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 patégenos bacterianos son la causa principal de enfermedades
en la acuicultura intensiva, siendo los principales patégenos bacterias Gram-negativas
(Meyer, 1991; Thune et al., 1993).

A diferencia de los antibiéticos convencionales, en los cuales la adquisicion de resistencia
por parte de los patégenos 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 citoplasmatica y no interfieren en el
metabolismo de la bacteria como los antibiéticos. La razén es que el blanco de los
péptidos es la membrana bacteriana, por lo que un microorganismo tendria que redisefiar
la membrana, es decir el medio ambiente de la célula, cambiando la composicion y/o
organizacion de sus lipidos, probablemente una solucion 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 antibiéticos no dejara terapias efectivas para
el tratamiento de infecciones bacterianas.

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

aplicaciones propuestas, incluyendo tratamiento de infecciones virales, bacterianas y
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fungicas, tumores, Ulceras gastricas, Ulceras de piel, enfermedades de la cavidad bucal,
enfermedades oftalmicas, enfermedades de transmision sexual y sepsis, terapia génica,
esterilizaciéon de instrumental de hospital y cirugia, uso como preservante de alimentos,
produccion de plantas transgénicas y animales (Tossi y Sandri, 2002). Sin embargo su
aplicacion todavia esta en desarrollo y por ahora esta principalmente centrada en agentes
antiinfecciosos de uso tépico (Zasloff, 2002). Nisina es el Unico péptido que ha estado en
el mercado, mundialmente, por varios afios como preservante de alimento. Diversos
andlogos de péptidos antimicrobianos se encuentran en diferentes fases de ensayo
clinico 1, Il y Il o preclinico, en el tratamiento de Ulceras de diabéticos, prevencion de
mucositis oral en pacientes de quimio y radioterapia, prevencion de neumonias asociada
a ventilador mecanico y en el tratamiento de infecciones relacionadas con la fibrosis
cistica, prevencion de infecciones sanguineas relacionadas a catéteres, tratamiento de
candidiasis oral y gingivitis, tratamiento del acné y Ulceras de cérnea, para uso sistémico
contra infecciones de meningitis, entre otros (Tossi y Sandri, 2002). Investigacion 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 util en la proteccién de animales alimento, lograndose 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 esta restringido por las cantidades limitantes que pueden
ser extraidas de in vivo (Mercado et al., 2005), situacién que requeriria cantidades
enormes para una aplicacién terapéutica (Tossi y Sandri, 2002; Marshall y Arenas, 2003).
Otras alternativas exploradas incluyen la sintesis quimica (Andreu et al., 1983; Merrifield
et al., 1995) que dado el tamafio reducido de los péptidos es un método Util para generar
cantidades moderadas del péptido. Sin embargo, presenta ciertas desventajas como son
su elevado costo, sobretodo para propositos de mayor escala y en menor medida la
limitacion de sintetizar péptidos con abundancia de residuos de triptéfano o arginina
(Zhang et al., 1998). Ademas la sintesis en fase solida resulta en la cosintesis de péptidos
contaminantes que pueden llevar a una dificultad en el proceso de purificacion en
péptidos mayores a 20 residuos de aminoacido. Esto puede resultar en una complicacion
en la purificacién HPLC, donde los contaminantes que migran muy de cerca como las
deleciones de sélo un aminoacido, a veces son imposibles de eliminar del peéptido
correcto (Kuliopulus, 1994). Otro elemento a considerar es la racemizacion durante la
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formacion del enlace peptidico (Guzman et al., 2007) y la naturaleza téxica de los
solventes y agentes de acoplamiento que provoca preocupacion 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
manipulacién de genes ha sido posible producir grandes cantidades de proteinas. E.coli
es el huésped mas utilizado, dado que facilita la expresion de proteinas gracias a su
simplicidad, bajo costo, su rapido cultivo de alta densidad, su genética conocida y el
amplio numero de herramientas moleculares disponibles. Clasicamente los péptidos
antimicrobianos son codificados por genes pequefios, con secuencias conservadas y
patrones que hacen su clonamiento facil, y debiera permitir una expresion y purificacion a
escala pequefia y grande (Uteng et al., 2002). Existen numerosos reportes de expresion
heteréloga 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 expresion heterélogos 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 bacterias es en general necesario expresar los AMP como una proteina de
fusién para negar la actividad antimicrobiana del péptido (Piers et al., 1993) para que el
péptido recombinante no sea téxico para el hospedero lo que afecta su viabilidad,
capacidad de expresion y degradacion de la proteina recombinante. El problema de la
proteina de fusién se suscita al separarla del peptido a expresar para recuperar su
actividad. Un proceso que normalmente requiere el clivaje quimico como con el téxico

bromuro de cianégeno (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 accion (Chen et al., 2005; Juvvadi et al., 1999) o buscando la selectividad contra algun
patégeno determinado (Sung et al., 2008; Landon et al, 2008), acoplado con una
disminucién de la actividad hemolitica o citotéxica (Liu et al., 2008) se ha recurrido al
disefio de nuevos péptidos con D-aminodacidos (Merrifield et al., 1995), aminoacidos no
naturales (Hicks et al., 2007), modificaciones de aminoacidos con carga (Wang et al.,
1998), propiedades anfipaticas (Chen et al., 2007; Juvvadi et al., 1996) y el largo del
péptido (Andreu et al., 1992). También se ha hecho uso de la bioinformatica para analizar
o simular la interaccién 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) actian penetrando las membranas bacterianas y
promoviendo su lisis celular que es dependiente de su naturaleza catidnica y antipatica
(Yount y Yeaman, 2005). También se ha sugerido que en casos de concentraciones lo
suficiente altas de péptidos adsorbidos el mecanismo depende de un proceso de
dimerizacién u oligomerizaciéon de los péptidos mientras interactian con la membrana
bacteriana, que resulta en la formacioén de poros (Zemel et al., 2005). Estudios utilizando
analogos de melittina y magainina dimerizada por puentes disulfuro respaldan la idea de
que un dimero autoasociado adsorbido actiia en el mecanismo de formacion de poros
(Dempsey et al., 2003; Hristova et al., 2001). La formacién espontanea de dimeros unidos
por puentes disulfuro o la ingenieria de dimeros a través de crosslinking (Dempsey et al.,
2003; Tencza et al., 1999) mostraron actividad de permeabilizacion de membrana
aumentada comparada con el monémero correspondiente, especialmente a bajas
concentraciones. Se ha sugerido que la perturbacion de membrana resultante de la
formacion del dimero de péptido es el evento esencial que gatilla el cambio de orientacion
del péptido y formacién 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 ratén (Hornef et al., 2004). Ademas
se ha observado que la mezcla de AMPs distintos interactian uno con el otro de manera
sinérgica aumentando su actividad (Luders et al., 2003).

Dentro de los AMP mas estudiados resalta la cecropina. Las cecropinas son péptidos
lineales, aislados iniciaimente desde insectos, que presentan una regién N-terminal
fuertemente basica, enriquecida en lisina, y una region hidrofébica C-terminal (Holak et
al., 1988; Boman, 1991). Su estructura basal consiste de dos alfa-hélices antipaticas
separadas por una regién puente que conecta las alfa-hélices (Iwai et al., 1993). La region
fuertemente catiénica permite su interaccion con la membrana microbiana, mientras que
la larga cola hidrofébica induce la lisis microbiana por alteracién de la permeabilidad de la
membrana (Durell et al., 1992; Silvestro et al., 1997). La cecropina A de Drosophila
melanogaster es un péptido policatiénico que presenta actividad contra un amplio rango
de bacterias gram positiva y especialmente sobre gram negativas (Zasloff 2002; Boman
1998). Estudios de la evolucién molecular de cecropina (Ramos-Onsins y Aguadé, 1998)
demuestra la importancia de esta familia multigénica en diferentes especies de
invertebrados.
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La razoén 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 accién (Hancock et al., 2006). Esto ha llevado a probar su utilidad en el
combate contra agentes patégenos, en distintos sistemas, incluyendo peces (Jia et al.,
2000; Sarmasik et al., 2002).

En este trabajo, se disefié y construyé dobletes de cecropina esperando obtener, en una
sola molécula, la mejor eficiencia antimicrobiana de sus moléculas parentales, ya sea por
disminucién de la concentracién minima inhibitoria contra un tipo de agente, o bien por el
aumento del espectro de agentes patégenos susceptibles. La cecropina en especifico fue
seleccionada por su elevada actividad antimicrobiana sobre un amplio rango de
patégenos, baja citotoxicidad (Zasloff 2002; Boman 1998) y presentar dominios
estructurales claramente definidos (lwai et al., 1993) que pueden ser utilizados para la
formacién de péptidos hibridos. Ademas es uno de los pocos péptidos que se ha logrado
definir valores estandar de concentracion 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 las multiples alternativas de vectores de expresion se opto por el de un vector
con el promotor inducible T7/ac y uno que permitiera la unién 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 produccién 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 induccién del
promotor, permitiendo a la célula usar la mayoria de sus recursos para la producci6n de la
proteina de interés (Jonasson y Col, 2002). Los genes clonados en el plasmido pET se
transcriben bajo el control del promotor T7/ac, cuando se activa el gen DE3 de la célula
hospedadora que permite la transcripcién de la T7 RNA polimerasa en la célula huésped
bajo control de promotor lac (Studier y Moffat, 1986). La expresion de los péptidos se
logré al afiadir el inductor IPTG (andlogo de lactosa que no se metaboliza), que se une al
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represor lac (transcrito desde gen regulador /ac), impidiendo su unién al operador y
permitiendo la union de la T7 RNA polimerasa al promotor T7lac del plasmido activando
asi la transcripcion.

El splicing de proteinas es un mecanismo de procesamiento post-traduccional que
involucra el corte de un segmentos interno de proteina, la inteina, desde una proteina
precursora y la posterior ligacion de las regiones flanqueantes N y C —terminal (exteinas).
E| sistema IMPACT-CN utiliza un gen de la inteina de Saccharomyces cerevisiae VMA1
(inteina VMA1) que ha sido modificado para producir un corte controlado del enlace
peptidico en ambos extremos de la inteina, inducido por DTT. En el vector de fusién N-
terminal, el plasmido pTYB11, el extremo N-terminal del péptido es fusionado al extremo
C-terminal de la inteina (Asn454). En este sistema modificado la inteina tiene una
sustitucién que cambia el penultimo residuo (His453) por una glutamina, permitiendo el
corte sin la ligacién de la N-exteina (secuencia de proteina de maltosa que provee un
inicio de traduccién 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 genética conocida y el amplio nimero de herramientas moleculares
disponibles. Ademas la cecropina no presenta puentes disulfuro lo que hace innecesario
un sistema mas complejo para su adecuada formacion. Ademas se ha demostrado el
éxito de E.coli en la expresion de mdltiples proteinas de interés terapéutico. Dentro de la
busqueda de este trabajo estaba el encontrar un sistema apto para la expresion de estos
péptidos debido a la ausencia de un sistema 6ptimo para la expresion de estos péeptidos
(Yamada et al., 1990; Aly et al., 1999; Skosyrev et al., 2003).
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6. HIPOTESIS

El disefio y construccién de dobletes de las secuencias codificadoras de cecropina y su
forma invertida, permite generar recombinantes que expresados en sistemas heterélogos
muestran mayor actividad o espectro de accion que los péptidos parentales sobre

agentes patégenos que afectan la acuicultura.
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7.1 OBJETIVOS GENERALES

- Construir y expresar péptidos recombinantes en E. coli y seleccionarlos por su actividad
antimicrobiana.

- Evaluar el potencial antimicrobiano de los péptidos seleccionados expresados en el
sistema de fusién con inteina.

7.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Construir péptidos dobletes a partir de las secuencias codificadoras de cecropina y
su forma invertida.

2. Rastrear y seleccionar péptidos dobletes de mayor eficiencia expresados en E.coli
E609L.

3. Expresar y evaluar los péptidos dobletes seleccionados en sistema heterélogo E.
coli BL21(DE3).

4. Expresar péptidos dobletes mediante induccién con sistema de fago CES.
Evaluar la citotoxicidad de los péptidos hibridos en la linea celular modelo CHSE-
214,

6. Expresar y evaluar los péptidos hibridos en sistema de fusion con inteina.
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1 Construccién de dobletes de cecropina

8.1.1 Disefio de secuencia codificadora de un retropéptido de cecropina A

Las secuencias codificadoras de los péptidos antimicrobianos parental maduro de
Cecropina A1 de Drosophila melanogaster, de 39 aa Genbank X16972 (Protein_ID
CAA34843) y su forma invertida fueron sujetos a PCR dirigida por tres primers. Para ello
fue necesario disefiar una secuencia codificadora de un retropéptido de cecropina A para
ajustarse a la polaridad esperada para cada uno de los tripletes que forman parte del
nuevo gen CEC,, y fue sintetizado por GenScript, EE.UU. El retropéptido resultante esta
conformado por L-aminoacidos en los cuales los residuos de aminoacidos estan
ensamblados en la direcciéon 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
amplificacion por PCR a partir de plasmidio que portaba el gen CEC A1 (gentileza de Dr.
Dan Hultmark). La secuencia del primer 5 wusado para el PCR fue (5'-
GGGTGGCTGAAGAAAATTG-3) correspondiente a los codones Gly*' a lle*®. El primer 3
(5'-ACCTCGGGCAGTTGCGGCG-3") es complementario a los codones Ala*™® a Gly™°
(sin codén de término). Un fragmento de DNA codificante de la retrocecropina A madura
fue obtenido por PCR del plasmidio que portaba el gen retro CEC A1 (CEC,) (obtenido
de Genscript), usando el primer 5° primer (5'-GGTCGAGCCACTGCAGCCG-3') y primer
3" (5'-CCCCCACAGCTTTTTAATG-3"). PCR fue realizado con Taq polimerasa platinum
(Invitrogen) bajo las siguientes condiciones: incubacion a 94°C por 10 min, 30 ciclos de
incubacién a 94°C por 30 seg, 55°C por 30 seg, 72°C por 45 seg, y una incubacién final a
72°C por 10 min. El producto PCR de CECy;, y CEC, 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 como templado para el PCR dirigido por tres
primers, donde la secuencia codificante de CECy, fue unido en fase con la secuencia
codificante de CEC, para el doblete con Ia configuracion [(NH2)cabeza-
cola(COOH)] ¥ [(COOH)cola-cabeza(NH2)] nombrado como CEC-CEC, y la secuencia
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codificante de CEC,« fue unido en fase con la secuencia codificante de CECy, para el
doblete con la configuracion [(COOH)cola-cabeza(NH2)] ¥ [(NH2)cabeza-cola(COOH)]
nombrado como CEC-CECg;.

Para la construccion de CEC-CEC,: el PCR fue realizado con un primer hibrido
complementario a los ultimos 7 codones de CECy; y a los primeros 7 codones de CEC
(5-GACGGCTGCAGTGGCTCGACCACCTCGGGCAGTTGCGGCGAC-3"), como tambien
el primer 5" (5-GAGATATACATATGGGGTGGCTGAAGAAAA-3") correspondiente a los
codones Gly'' a lle*® de CECy;, y el sitio de restriccion para Ndel, y el primer 3" (5'-
GCGGATCCTCATCACCCCCACAGCTTTTTAA-3") complementario a los codones lle** a
Gly**°de CEC,e, con un codén de término y un sitio de restriccion para BamHI.

El mismo procedimiento fue usado para la construccion de CEC.CECy usando un
primer hibrido complementario a los ultimos 7 codones de CEC. y los primeros 7
codones de CECy, (5-GCCAATTTTCTTCAGCCACCCCCCCCACAGCTTTTTAATGCC-
3), como también el primer 5° (5-GAGATATACATATGGGTCGAGCCACTGCAG-3")
correspondiente a los codones Gly*' a Ala*® de CEC,,, y el sitio de restriccién para Ndel,
y el primer 3" (5-GCGGATCCTCATCAACCTCGGGCAGTTGCGG-3") complementario a
los codones Ala™ a Gly**® de CECy;, con un codén de término y un sitio de restriccién
para BamHlI.

El PCR fue realizado con Tag polimerasa platinum (Invitrogen) bajo las siguientes
condiciones: incubaciéon a 94°C por 10 min, 30 ciclos de incubacion a 94°C por 30 seg,
65°C por 30 seg, 72°C por 45 seg, y una incubacién final a 72°C por 10 min, usando
diferentes concentraciones del primer hibrido.

En forma paralela el fragmento de DNA CEC,, fue amplificado con el primer 5" (5'-
GAGATATACATATGGGGTGGCTGAAGAAAA-3") y el primer i (5-
GCGGATCCTCATCAACCTCGGGCAGTTGCGG-37), mientras que CEC,, fue amplificado
con el primer 5 (5-GAGATATACATATGGGTCGAGCCACTGCAG-3") y el primer 3" (5'-
GCGGATCCTCATCACCCCCACAGCTTTTTAA-3") para incorporaron los sitios de
restriccion Ndel y BamHI.
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8.1.4 Clonamiento de fragmentos codificantes de monémeros y dobletes de cecropina en
PET y su transformacion en E.coli

Los fragmentos de los monoémeros y los dobletes resultantes fueron analizados por
electroforesis en gel de agarosa (2%), precipitados por métodos estandar (Sambrook et
al., 1989) y sujetos a digestion por con enzimas de restriccion con Ndel y BamHI. Los
fragmentos resultantes fueron precipitados de nuevo y ligados entre los sitios de
restriccion Ndel y BamHI del sitio de miultiple clonamiento de pET27b+ (Novagen).
Plasmidio en que la transcripcion de los genes clonados esta controlado por el promotor
T7lac que es inducible por isopropil B-D-tio-galactopiranosido (IPTG). La mezcla de
ligacion fue usada para transformar células competentes de TOP10 (Invitrogen). La
transformaciéon fue analizada mediante PCR de colonias resistentes a kanamicina y
electotroforesis en gel de agarosa 2%. EI DNA plasmidial fue aislado mediante miniprep
kit (Quiagen). Plasmidios fueron secuenciados para confirmar la identidad de las
construcciones. Los plasmidios de expresién fueron luego usados para transformar
células competentes de E609L (Yem y Wu, 1978), BL21(DE3) (Stratagene) y células BL21
(sin DE3) (Stratagene). La transformaciéon 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 Subclonamiento de fragmentos codificantes de monémeros y dobletes de cecropina
con secuencia de péptido serial pelB

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, al utilizar una cepa de E. coli “porosa” E609L (Miller et al.,
1998). Esta cepa presenta una mutacion en una proteina de membrana que hace que sea
mas permeable y que permite liberar los péptidos desde el espacio periplasmico hacia el
medio (Yem y Wu, 1978). Esto facilita la seleccion de los péptidos recombinantes de
mejor eficiencia. Para dirigir los péptidos al espacio periplasmatico fue necesario clonar
las secuencias codificantes de los monémeros y dobletes de cecropina en fase con la
secuencia de un péptido sefial periplasmatica pelB. Para el PCR se utilizaron los mismos
primers flanqueantes utilizados anteriormente, excepto que en los primers 5  se

reemplazé el sitio de restriccion Ndel por Ncol. Estos amplicones fueron luego digeridos
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con las enzimas de restriccion Ncol y BamHI. Luego se procedié de igual manera como
antes mencionado en el clonamiento de pET27 y transformacion en la cepa BL21 y
E609L.

8.2.2 Lisogenizacion de E609L

Para lograr la compatibilidad del sistema de expresion pET27 con la cepa seleccionada
E.coli EB09L de caracteristicas “porosa”, que permitiera la salida de los péptidos
expresados si estos llegaban al periplasma, fue necesario 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 utilizé el kit de lisogenizacion DE3 (Novagen). Se hizo crecer cepa
E609L (gentileza de Dr. Kurt Miller) en LB con 0,2% maltosa, 10 mM MgSO, y los
antibiéticos Kanamicina 75 pg/ml y tetraciclina 12,5 pyg/ml a 37°C hasta un ODggo: 0,5. Se
mezclaron 10° pfu fago ADE3, 10° pfu fago ayudante y 10° pfu fago de seleccién con 1-10
ul de células (para lograr placas con 50-200 colonias). Luego se incub6 la mezcla a 37°C
por 20 min para permitir la adsorcion del fago. Esta mezcla se agreg6 a placas de LB agar
y se esparcié en forma homogénea, dejando luego la placa invertida a 37°C toda la

noche.

8.2.3 Verificacion del lisogeno DE3

Para verificar los posibles DE3 liségenos positivos de E.coli EB09L, nombrados E.coli
E609L “LYS”, se evalud la resistencia que tiene la nueva cepa lisdgena a una reinfeccion
por el fago de seleccién (debido a que el profago ADE3 integrado en la cepa lisogena

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

8.2.4 Expresion de péptidos en E609L “LYS”

Con el fin de probar la capacidad de expresion de ésta cepa, asi como la capacidad de
liberar el péptido al medio para realizar el rastreo en colonia, una colonia de
transformacion E609L “LYS” de cada uno de los constructos con pelB fue utilizada para
inocular 1 ml LB suplementado con Kanamicina 75 pg/ml y tetraciclina 12,5 pg/ml a 37° y
crecido toda la noche. Al dia siguiente 50 ul de cada cultivo fueron agregados a 50 ml de
LB sin antibiéticos e incubados por 2 h hasta alcanzar un ODgy de 0.6. Después de
colectar muestras de preinduccién, IPTG fue afiadido hasta una concentracién final 1,0
mM e incubado por 3 h adicionales hasta el muestreo postinduccién. 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 Purificacion de péptidos en el medio de cultivo y fraccion periplasmatica

Para la precipitacion del medio de cultivo una alicuota de 1 ml del medio fue incubado con
100 pl de Aacido tricloroacético (TCA) frio y vortex por 15 s. Se dejé precipitar en hielo por
2 h y centrifugado a 14000 g x 5 min. Se removié el sobrenadante y el pellet se mezcld
con 100 pl de acetona. Luego se centrifugd a 14000 g x 5 min. Removiéndose la acetona
y dejando pellet secarse al aire y se solubilizé en sample buffer con dodecil sulfato de
sodio (SDS) y analizados en geles de poliacrilamida 18% Tris-tricina/Urea. Para la
obtencion de la fraccion periplasmica el pellet celular anterior se resuspendié en 30 ml
(Tris-HCI 20 mM, 20% sucrosa, pH: 8). Luego se afiadio 60 pl (EDTA 0,5 M, pH: 8) y se
dejé agitando por 10 min a temperatura ambiente. Se centrifugd a 10000 g x 10 min a 4°C
y se removio el sobrenadante. El pellet se resuspendié en 30 ml MgSO, 5 mM frio y se
dejo agitando 10 min en hielo, liberando las proteinas periplasmaticas al buffer. Luego se
centrifugo a 10000 g x 10 min a 4°C separandose el pellet celular con el resto de
proteinas celulares y se recuperé 1 ml del sobrenadante con la fraccion periplasmatica
que fue precipitada con TCA como antes mencionado con la precipitacion del medio.

8.2.6 Rastreo por colonia

El rastreo por colonia involucra el monitoreo de la liberacion 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
inhibicion de crecimiento. Para ello cultivos de los clones en EGO9L “LYS” transformadas
con DNA de los péptidos hibridos en pET27, fueron crecidas a 37°C hasta saturacion toda
la noche en medio LB con Kanamicina 75 pg/ml y tetraciclina 12,5 pg/ml. El dia siguiente,
las células fueron diluidas serialmente en medio nuevo sin antibiéticos. Diluciones de 10 pl
conteniendo 50-100 células fueron afadidas a 5 ml LB agar derretido, y la mezcla fue
vertida a placas petri. Después de solidificado el agar, se verti6 3 ml LB Top agar 0,8%
derretido sin células sobre su superficie y se permitié su solidificacion, 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 pl de un cultivo de toda la noche de la cepa
indicadora E.coli ademas de 1 mM IPTG, para inducir la sintesis de los péptidos, fue
vertido sobre cada placa. Las placas fueron incubadas toda la noche a 37°C y se
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examinaron por zonas de inhibicion del crecimiento alrededor de las colonias de E609L
(Miller et al., 1998).

8.3 Expresion y purificacion de péptidos dobletes en sistema heterélogo E. coli
BL21(DE3)

8.3.1 Expresion de péptidos en BL21(DE3)

Colonias simples de E. coli BL21(DE3) transformados con los dobletes pET/CEC-CEC &
y PET/CEC+CECy;, y los monomeros pET/CECy, y pET/CEC, fueron usadas para
inocular 5 ml LB Broth con 50 pg/ml cloramfenicol, 75 ug/ml estreptomicina y Kanamicina
75 pg/ml a 37°C y crecidas toda la noche. Después 5 ml de cada uno de los cultivos
fueron afiadidos a 500 ml LB Broth sin seleccién de antibiético e incubados por 2 h hasta
que ODgp alcanzé 0,3-0,4. Después la induccién de la expresion del péptido fue realizado
con IPTG afiadido a los cultivos hasta una concentracion 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 tefiidos con azul de coomassie R-
250.

8.3.2 Analisis 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 transcripcion reversa usando Thermoscript 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 incub6 a 85°C
por 5 min, se coloco en hielo y se le afadid RNAsa H (Invitrogen). Se preparé diluciones
seriadas del cDNA sintetizado, se le agregé Taq polimerasa platinum (Invitrogen) y los
primers 5’y 3". PCR fue realizado bajo las siguientes condiciones: 30 ciclos de incubacion
a 94°C por 30 seg, 55°C por 30 seg, 72°C por 45 seg, y una incubacioén final a 72°C por
10 min. 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 celular

Los cultivos fueron separados por centrifugacion a 7000 g x 10 min a 4°C en pellet celular
y fraccion sobrenadante. Pellet celulares fueron tratados con buffer de lisis (Tris-HCI 50
mM, NaCl 100 mM, Triton X-100, pH 8), lisozima (100 pg/ml) y vortexeado, incubado a
temperatura ambiente por 30 min, sujetas a sonicacion en hielo (3x20 s) y centrifugacion a
11000g x 30 min a 4°C para separar las fracciones solubles e insolubles. El pellet de la
fraccion insoluble con cuerpos de inclusion fue solubilizado en buffer de Guanidina
(Guanidina-HCI 6 M, Tris-HCI 50 mM, NaCl 100 mM, pH 8) y mantenido a 4°C por 12 h.
Para promover el plegamiento de los péptidos solubilizados (1,5 ml) fueron afadidos
lentamente a la solucion de Guanidina 0,6 M (13,5 ml) alcanzando una concentracion final
de Guanidina-HCl 1,1 M en 15 ml. Las muestras fueron mantenidas con agitacién
moderada por 3 h a 4°C y luego centrifugadas a 11000 g por 30 min a 4°C.

8.3.4 Purificacion de péptidos por HPLC

Muestras fueron purificadas mediante cromatografia de interaccion hidrofébica en
columnas Sep-Pak C-18® preequilibradas con agua acidificada (acido 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 determinadas mediante el ensayo del acido 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 confirmar la identidad del péptido y

tenido con azul de coomassie.

Purificacion adicional fue realizada mediante HPLC en fase reversa (RP-HPLC) modelo
LaChrom D-7000 y fue monitoreado por absorcion 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 por 90 min a un flujo de 0.6 mi/min. Fracciones fueron recolectadas cada dos
min, 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 tefiido con azul de coomassie.
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8.3.5 Caracterizacion de péptidos por MALDI-TOF y ESI MS/MS

Bandas tefiidas con azul de coomassie fueron cortados y el 50% de la banda fue digerida
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 (acido acético 0,5% en agua)
y cargada en columna |.D. empaquetado con perlas C18 (IntegraFrit, New Objective,
Woburn, MA) y fraccionado con un gradiente lineal de 5-30% ESI buffer B (acetonitrilo
90%, acido acético 0,5% en agua) a un flujo de 500 nL/min. Péptidos eluidos de columna
fueron analizados en espectrometro de masa con trampa iénica HCT ultra (Brucker
Daltonics, Bremen, Germany) obteniéndose un espectro de fragmentacion que fue
comparado las bases de datos de NCBInr usando el motor de busqueda 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 Quimicas y Farmacéuticas de la
Universidad de Chile.

8.3.6 Ensayo antibacteriano

La actividad antibacteriana de los péptidos fue monitoreada mediante ensayo de inhibicién
de crecimiento liquido (Mitta et al. 1999). El método involucra medir el efecto de los
péptidos antimicrobianos sobre el crecimiento de las bacterias patégenas mediante la
determinacion 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 pl de los péptidos antimicrobianos a distintas concentraciones con una
suspension de 100 pl de medio con bacterias en fase exponencial, que presenta un ODgzg:
0.001, en una microplaca de 96 pocillos. Al final de este periodo se medié la absorbancia
a un ODgy (Mitta et al., 1999). El porcentaje de inhibicion 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 antifangico

Similarmente se midi6 el efecto antifiingico de los péptidos antimicrobianos sobre el
crecimiento de hongos mediante un ensayo de inhibicién de crecimiento liquido (Mitta et
al. 1999) en microplaca de 96 pocillos. Para ello 80 pl de esporas flingicas a una
concentracion final de 10* esporas/ml fueron incubados con 20 pl del péptido a diferentes
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concentraciones, en una microplaca con tetraciclina 10 pg/ml y 10 pg/mi estreptomicina
por 30 min a temperatura ambiente y se medié absorbancia a ODsgs. Luego se incubd
durante 72 h adicionales en presencia de luz, a temperatura ambiente. Al final de este
periodo se medié la absorbancia a un ODsgs (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 epidermidis (ATCC 49461) como referencia de bacterias gram
positivas. Vibrio parahemoliticus (gentileza de Dr. Romilio Espejo), Vibrio mimicus,
Enterobacter aerogenes, Edwardsiella tarda (gentileza de Dr. Ana Maria Baya), Vibrio
ordalii (BIOS Chile), Vibrio anguillarum (ATCC 19106), Vibrio alginolyticus (ATCC 19108),
Eschierichia coli (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. parahemoliticus, V. mimicus, V. Anguillarum y V.alginolyticus que
fueron crecidas en Peptona NaCl 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 Expresion de péptidos dobletes mediante inducciéon con fago CE6

8.4.1 Expresion de péptidos mediante induccion con fago CE6

El fago lambda CEB6 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 mas fuerte de
la expresién proteica, importante en el caso de expresién de péptidos muy téxicos, dado
que no hay T7 RNA polimerasa en la célula hasta el momento mismo de la induccién
(Studier y Moffat, 1986). Para la expresion de los péptidos colonias simples de E. coli
BL21(sin DE3) transformados con los dobletes pET/CEC~-CECt y pPET/CECo-CECy;, ¥
los monémeros pET/CECy, y pET/CEC, fueron crecidas en LB con 0,2% maltosa y los
antibiéticos 50 pg/ml cloramfenicol, 75 pg/ml estreptomicina y Kanamicina 75 pg/ml a
37°C hasta alcanzar un ODgq 0,6-1,0. Se afiadié MgSO, hasta una concentracién final de
10 mM momento que se puso en contacto con el stock de fago CE6 para inducir la
expresion a una concentracion final de 2-4x10° pfu/ml (para asegurar una multiplicidad de



infeccion (MOI) de 5-10. Se continuo creciendo las células infectadas por 3 h adicionales y

se procedi6 a recuperar las células por centrifugacion.

8.4.2 Preparacion de fagos CE6

Para el mantenimiento del stock de fago a una alta titulacion fue necesario realizar una
amplificacion o crecimiento del fago. Para ello se transfirié una colonia de E.coli LE392
(que expresa supF para suprimir la mutacion de lisis Sam7) en 5 ml de LB suplementado
con maltosa 0,2% y MgSO, 10 mM hasta un ODgg:1,0. Se mezcldé 5 ml de estas células
con 2x10® particulas de fago y se incubd a 37°C por 15 min sin agitacion. Se agrego esta
mezcla a un matraz con 500 ml LB suplementado con maltosa 0,2% y 10 mM MgSO4 y se
dejo agitando hasta que se observo lisis (alrededor de 5 h). Se agregd 5 ml cloroformo al
matraz y se dej6 agitando por 10 min adicionales. La centrifugaciéon a 10000 g por 10 min
a 4°C permitio recuperar el sobrenadante con los fagos. Se afiadi6é dimetil sulféxido hasta
una concentracion final del 7% y se guardaron los fagos a -80°C hasta el ensayo de
titulacién o la expresion de proteinas.

8.4.3 Titulacion de fagos CE6

Para la titulacion del stock de fago se transfirié una colonia de LE392 (Stratagene) en LB
con maltosa 0,2% y se incubé por 4-6 h sin sobrepasar un ODgg de 1,0. Las bacterias
fueron centrifugadas a 1000 g x 10 min y luego se resuspendieron en 10 mM MgSO, vy
fueron diluidas a un ODgg: 0,5. Se prepararon diluciones del stock del fago 1:100, 1:1000,
1:10000. Se afadioé 1 ul de cada dilucion a 200 pl de células LE392 diluidas a ODgg:0,5 ¥
se dejo incubar por 15 min para permitir la adsorcion del fago a las células. Luego se
mezclo con 3 ml de LB top agar derretido, pero enfriado alrededor de 48°C y se plaqued
sobre placas de LB agar precalentadas. Se permitié 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 titulacion (Sambrook et al., 1989).
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8.5 Evaluacion de citotoxicidad de los péptidos

La citotoxicidad de los péptidos fue evaluada sobre la linea celular de salmén CHSE-214,
derivada de tejido renal embrionario de salmén chinook (Oncorhynchus tshawyscha)
(Lannan et al., 1984). Para ello monocapas de células cultivadas (Spector et al., 1998a)
en medio minimo esencial (MEM) mas 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 ug/ul) por triplicado y luego fueron lavadas 3x con PBS (buffer
fosfato salino) contadas al microscopio de contraste de fases, en una camara de
neubauer para determinar un eventual efecto citopatico (Mercado et al., 2005). El posible
efecto citopatico se evalué soltando las células de la matriz plastica por tripsinizacion con
tripsina 0,1% con EDTA (Spector et al., 1998a). Las células fueron centrifugadas a 10000
@ x 20 min y fueron resuspendidas en 200 ul de PBS. De esta dilucién se tomé 100 pl y
se mezclo con 100 pl de azul de tripan y se dejo incubar por 5 min. Luego se contabilizé el
numero total de células recuperadas y se determing la viabilidad de las mismas, mediante
el método de exclusion del colorante azul de tripan, que difunde al interior de células
muertas, pero que se excluye de aquellas no alteradas (Spector et al., 1998a). Células sin
incubar con los peptidos, se utilizaron como control. El nimero de células viables (que no
incorporan colorante) en relacion al total de células recuperadas, fue el indicador
comparativo para definir toxicidad.

8.6 Expresion y purificacion de péptidos dobletes en sistema de fusién con inteina

8.6.1 Subclonamiento de fragmentos codificantes de mondémeros y dobletes de cecropina
en sistema inteina y su transformacion en E.coli

La expresion de proteinas con un proteina e fusion ha resultado en buenos rendimientos
de produccion, pero estos métodos requieren el uso de clivaje quimico o enzimatico para
liberar el péptido de su pareja de fusion (Morasutti et al., 2005). Se utilizé una
aproximacion, que usa la inteina Sce VMA como pareja de fusién (Chong et al., 1996;
Chong et al., 1997), para la expresion y purificacion de proteinas 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).



Las secuencias codificantes de CEC4-~CEC, CEC+CEC4, CECy4 y CEC, fueron
subclonados en el vector de expresion pTYB11 (New England BiolLabs), mediado por
inteina. Plasmido en que la transcripcion de los genes clonados esta controlado por el
promotor T7 lac y que permite fusion de gen a la secuencia codificante de la inteina Sce
VMA (IMPACT-CN). Para ello se amplificé por PCR utilizando partidores especificos
usando como templado de amplificacion se utilizé los distintos miniprep de plasmidios
PET27 con CECy~-CECe, CEC/e-CECyy, CECyir y CECret. Para la amplificacién de CEC;
fueron utilizados el primer 5" (5'-GGTGGTGCTCTTCCAACGGGTGGCTGAAGAAAA-3)

con sitio de restriccion Sapl y el primer 3 (5°-
GGTGGTGAATTCTCATCAACCTCGGGCAGTTGCG-3) con sitio de restriccion EcoRl.
Para amplificar CECy fueron utilizados el primer g (5°-

GGTGGTGCTCTTCCAACGGTCGAGCCACTGCAG-3") y el primer 3 (5
GGTGGTGAATTCTCATCACCCCCACAGCTTTTTA-3"). Para amplificar CECy~CEC ¢
fueron utilizados el primer 5 (5-GGTGGTGCTCTTCCAACGGGTGGCTGAAGAAAA-3') y
el primer 3" (5-GGTGGTGAATTCTCATCACCCCCACAGCTTTTTA-3"). Para amplificar
CEC,+CECy; fueron utilizados el primer 5 (5°-
GGTGGTGCTCTTCCAACGGTCGAGCCACTGCAG-3) y el primer 3 (5-
GGTGGTGAATTCTCATCAACCTCGGGCAGTTGCG-3"). PCR fue realizado con Taq
polimerasa platinum (Invitrogen) bajo las siguientes condiciones: incubacion a 94°C por 10
min, 30 ciclos de incubacién a 94°C por 30 seg, 55-60°C por 30 seg, 72°C por 45 seg, y
una incubacion final de 72°C por 10 min. Los amplicones obtenidos fueron analizados
mediante electotroforesis en gel de agarosa 2%. Una vez obtenidos los amplicones estos
fueron digeridos con las enzimas de restriccion Sapl y EcoRl y ligadas a pTYB11
(previamente digerido con Sapl y EcoRl).

Los productos de ligacion de los distintos clones fueron utilizados para transformar células
competentes de E.coli TOP10 para la mantencion y amplificacion de los plasmidios. La
ligacién y transformacion de TOP10 fue analizada mediante PCR de colonias y
electotroforesis en gel de agarosa 2%. Las células TOP10 fueron sujetas a miniprep para
la transformacion de la cepa de expresion E.coli ER2566 (New England BioLabs), asi
como para la secuenciacion de los distintos clones. La transformacién de ER2566 fue
analizada mediante PCR de colonias y electotroforesis en gel de agarosa 2%.
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8.6.2 Expresion de péptidos en ER2566

Para la expresion de colonias simples de E. coli ER2566 transformados con los dobletes
pTYB11/CEC4-CECet ¥ pTYB11/CEC-CECy;, y los monémeros pTYB11/CECy y
pTYB11/CEC, fueron usadas para inocular 4 ml LB Broth con el antibiético ampicilina 100
pg/ml a 37°C y crecidas toda la noche. Después 4 ml de cada uno de los cultivos fueron
anadidos a 400 ml LB Broth con antibidtico e incubados por 3-4 h hasta que ODgyo
alcanzo 0,5-0,8. Después la induccion de la expresion del péptido fue realizado con IPTG
anadido a los cultivos hasta una concentracion 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 fraccion 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 uM y lisozima 20 pg/ml, pH 8), e incubados a 4°C por 1 h. Luego células fueron
centrifugadas a 11000g x 30 min a 4°C y fracciones de sobrenadante fueron recuperadas.

8.6.3 Western blot de péptidos de fusion

Para confirmar la naturaleza de la proteina de fusion pTYB11/CECy, fue sometida a
western blot. EI método involucra la separacion 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 albumina sérica bovina
(BSA) 3% por 1 h y luego lavada con PBS. Después la membrana fue hibridada con un
anticuerpo primario de conejo especifico del dominio de unién a quitina (New England
BioLabs) y fue lavada 3 x en PBS con tween20 0,05% eliminando el anticuerpo no unido.
Después se incubé con un anticuerpo secundario anti-conejo conjugado con la enzima
peroxidasa de rabano (HRP), que se une especificamente al anticuerpo primario y luego
lavada 3 x en PBS con tween20 0,05%. Para su deteccién visual se utilizé 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 (Tris-HCI 20 mM, NaCl 500 mM, 1 mM EDTA, pH 8). Columnas fueron cargadas
con el extracto clarificado a un flujo de 0,5 mi/min, luego se lavo columna con 60 ml buffer
de columna a un flujo de 1-2 mi/min. Luego se provocé la induccion del clivaje afadiendo
un flujo rapido de 18 ml buffer de clivaje (Tris-HCI 20 mM, NaCl 500 mM, 1 mM EDTA,
DTT 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 pl de la
columna de quitina remanente y se mezclo con 100 pl SDS 3x, luego se hirvié por 5 min y
se recupero 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.

8.6.5 Purificacion de péptidos por HPLC

Muestras fueron adicionalmente purificadas mediante cromatografia de interaccién
hidrofébica en columnas Sep-Pak C-18® preequilibradas con agua acidificada y lavado
con agua acidificada y eluida con 5, 40 y 80% ACN. Fracciones eluidas fueron liofilizadas
y reconstituidas en UPW. Proteinas totales fueron determinadas mediante el ensayo del
acido bicinconinico (BCA). Muestras fueron analizadas en geles de poliacrilamida 18%
Tris-tricina/Urea y tefiidos con azul de coomassie R-250.

Purificacion 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 min, 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 tefiido con azul de coomassie.
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9. RESULTADOS

Para la creacion de las moléculas dobletes propuestas se disefio considerando el orden
invertido de los tripletes de nucledtido codificantes de los aminoacidos que conforman la
cecropina (figura 9.1), dado que la simple inversion de la secuencia de DNA no lograba
este propdsito. Este nuevo gen de la retrocecropina fue generado por GenScript.

CEC,, (secuencia nucleotidica)

GGG TGG CTG AAG AAA ATT GGC AAG AAA ATC GAA CGC GTT GGT CAG CAC ACT CGG GAT GCC ACA
ATC CAG GGA CTG GGA ATC GCT CAA CAA GCC GCC AAT GTC GCC GCA ACT GCC CGA GGT

CEC,,; (secuencia nucleotidica) l
GGT CGA GCC ACT GCA GCC GTC AAT GCC GCC CAA CAA GCT ATC GGA CTG GGA CAG ATC ACA GCC
GAT CGG ACT CAC CAG GGT GTT CGC GAA ATC AAA AAG GGC ATT AAA AAG CTG TGG GGG

CEC,, (secuencia aminoacidica)
GWLKKIGKKIERVGQHTRDATIQGLGIAQQAANVAATARG

CEC,,; (secuencia aminoacidica) l
GRATAAVNAAQQAIGLGQITADRTHQGVREIKKGIKKL WG

Figura 9.1 Disefio de sintesis de secuencia codificante de péptido invertido de cecropina. Secuencia
nucleotidica y aminoacidica de CECar y CEC et

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

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: Amplificaciéon de CECyy, Carril 4-5: Amplificacion de CECret, Carril 6: Control

negativo.
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Los dobletes CEC~-CEC, y CEC-CECy; (figura 9.3B) fueron construidos por medio de
PCR dirigido por tres primers (figura 9.3A) para asi combinar la orientacién de los
aminoacidos cargados e hidrofdbicos de la cecropina. En este sentido, el doblete CEC;-
CEC,, fue generado por la union en fase de CECy, con CEC., lo que implica que el
peptido doblete muestra sus aminoacidos con carga positiva hacia los extremos y las
colas hidrofébicas hacia el interior (figura 9.3C). De igual manera, el doblete CEC,-CECg;
se combiné en fase CEC, con CECg, orientando asi sus aminoacidos con carga hacia el
interior y las colas hidrofébicas hacia los extremos (figura 9.3C). El doblete en tandem de
CECy; en fase con CECy; no fue construido basado en informacion previa de que carecia
de actividad (Martemyanov et al., 1997).

A) C)
——_’ _ ++ ++ + + o+ + +
T — T — GWLKKIGKKIERVGQHTRDATIQGLGIAQQAANVAATARGGRATAA —
l VNAAQQAIGLGQITADRTHQGVREIKKGIKKLWG
+ + o+ o+
I —
— e b b B
l GRATAAVNAAQQAIGLGQITADRTHQGVRE!KKGIKKLWGGWLKK! —
__ GKKIERVGQHTRDATIQGLGIAQQAANVAATARG

++ o+ + +
B)

GGG TGG CTG AAG AAA ATT GGC AAG AAA ATC GAA CGC GTT GGT CAG CAC ACT CGG GAT GCC ACA ATC CAG GGA
CTG GGAATC GCT CAA CAA GCC GCC AAT GIC GCC GCAACT GCC CGAGGT GGT CGA GOC ACT GCA GCC GTC AAT
GCC GCC CAA CAA GCT ATC GGA CTG GGA CACG ATC ACA GCC GAT CGG ACT CAC CAG GGT GTT CGC GAA ATC AAA
AAG GGC ATT AAA AAG CTG TGG GGG

GGT CGA GCC ACT GCA GCC GTC AAT GCC GCC CAA CAA GCT ATC GGA CTG GGA CAG ATC ACA GCC GAT CGG ACT
CAC CAG GGT GTT CGC GAA ATC AAA AAG GGC ATT AAA AAG CTG TGS GCC GGG TGG CTG AAG AAA ATT GGC AAG
AAA ATC GAA CGC GTT GGT CAG CAC ACT CGG GAT GCC ACAATC CAG GGA CTG GGA ATC GCT CAA CAA GCC GCC
AAT GTC GCC GCA ACT GCC CGA GGT

Figura 9.3 Disefio y secuencia de de dobletes de cecropina. (A) Reaccion de PCR dirigida por tres primers
con primer hibrido (rojo-verde) y primers flanqueantes (rojo o verde). Templados de DNA estan en cajas roja o
verde. (B) Disefio de construccion de dobletes CECu4~CEC e (panel superior) y CECe-CECg: (panel inferior):
usando CECy (en negro) y CEC.« (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 CEC4r~CECe (panel superior) y CECa-CECq (panel inferior) en
orientacion amino a carboxi terminal. Residuos de amino acidos cargados positivamente estan 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 amplificacion del
tamario esperado de la secuencia codificante, con sitios de restriccion incorporados, de
los dobletes (264 pb). Se puede observar también la dependencia de la concentracién del
primer hibrido y la importancia de mantener su concentracion limitante (0,1 pyM) para
obtener los dobletes correspondientes. De la misma manera cuando la concentracion no
es limitante se produce la formacion de intermediarios de PCR (carriles 2 y 6

respectivamente).

123 45 678 9

| «— Doblete
| <%= Intermediario PCR

Figura 9.4 Perfil PCR de dobletes de cecropina. PCR de CEC.o-CECyy (a la izquierda) y CEC.-CECyi (a la
derecha) generados por PCR dirigido por tres primers a diferentes concentraciones (10, 1, 0.1 pyM) del primer
hibrido resueltos a través de electroforesis en gel de agarosa (2%). Carriles 1,5: escalera de DNA (Winkler)
(bp), Carriles 2-4: CEC4~CEC« a concentraciones de 10, 1 y 0.1 pM del primer hibrido. Carriles 6-8: CECrer
CECuir a concentraciones 10, 1y 0.1 pM del primer hibrido, Carril 9: control negativo. La banda tenue debajo

de los 100 bp corresponde a dimeros de primer.

Una vez obtenido las secuencias codificantes de los monémeros y dobletes, estos fueron
clonados en el vector pET27b dirigido por el promotor T7lac, y transformados en células
de E.coli TOP10 (figura 9.5), donde su correcto marco de lectura y secuencia fue

confirmado por secuenciacion.
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Figura 9.5 Transformacién de monémeros y dobletes de cecropina en TOP10. pET27 de monomeros y
dobletes con y sin pelB 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 pelB, Carril 1: escalera de
DNA (Winkler) (bp), Carril 2: CECq. (B) pET27 con pelB, Carril 1: escalera de DNA (Winkler) (bp), Carril 2:
CECyq (C) pET27 sin y con pelB, Carril 1: escalera de DNA (Winkler) (bp), Carril 2: CECrq sin pelB, Carril 3:
CEC ¢t con pelB. (D) pET27 sin pelB, Carril 1: CEC4-CEC:a, Carril 2: CECe-CECyyr, Carril 3: escalera de DNA
(Winkler) (bp). (E) pET27 con pelB, Carril 1: CEC4i~CEC.q, Carril 2: CEC,o-CECgy, 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 subcloné los monémeros y dobletes en
pET27b en fase con una secuencia sefial periplasmatica pelB (figura 9.6). El correcto

marco de lectura y secuencia fue confirmado por secuenciacion.

Ndel BamHli

Bam
peid | mondmeroodebete

Figura 9.6 Disefio de clonamiento con y sin secuencia sefial periplasmatica en pET27. Monémeros y

Ncol Hi

dobletes de cecropina fueron clonados en pET27 con (Ncol y BamHI) o sin (Ndel y BamHI) secuencia sefial
pelB.

La cepa E609L (Miller et al.,, 1998) se lisogenizé exitosamente con el fago (ADE3)
permitiendo la incorporacion del lysogen DE3. Las colonias seleccionadas mostraron
resistencia a una reinfeccion por el fago de selecciéon (figura 9.7) verificando asi la
integracion del liségeno (debido a que el profago ADE3 integrado en la cepa lységena
presenta el mismo grupo de inmunidad con el fago de seleccion). Esto a diferencia del
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control no sometido a lisogenizacién que fue lisada en su totalidad por el fago de

seleccion.

Figura 9.7 Seleccion de lységenos de E609L. E.coli EGOOL sin (izquierda) y con lysogenizacion previa
(derecha) sometidos a la reinfeccion con fago de seleccion.

Se obtuvieron colonias transformantes PCR positivas de E.coli E609L “LYS” del tamafio
esperada para los monomeros y dobletes en pET27b con pelB (figura 9.8) que fueron
luego utilizadas con el fin de probar la capacidad de expresion de ésta cepa, asi como la
capacidad de liberar el péptido al medio.

1 2 3 4 5 6

700
500 ==
400 w—

Figura 9.8 Transformacion de monémeros y dobletes de cecropina en E609L “LYS". pET27 de
mon6meros y dobletes con pelB fueron utilizados para transformar 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 CECyr, Carril 4: pET con CECqe, Carril 5: pET con
CECy4-CEC:e, Carril 6: pET con CECet-CECyi
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En la figura 9.9 en carril 3 se puede observar la expresion de un péptido en E.coli EE09L
“LYS” con un peso molecular acorde al de cecropina con pelB, sin embargo también se
observa que esta cepa presenta una alta expresion basal como se puede ilustrar en carril
6, dado que hubo expresion en ausencia de IPTG. La purificacion de las diferentes
fracciones celulares: total, periplasmatico y el medio de cultivo indicé que en esta cepa la
expresion lograda sélo se observé en el pellet celular (carril 3) y no asi en el espacio
periplasmatico (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 periplamatico a pesar del
péptido sefial pelB. 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 formacion de halos de inhibicién alrededor de las colonias
productoras de los péptidos antimicrobianos.

i
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Figura 9.9 Perfil de expresion de cecropina en E609L"LYS". Total, Perplasmatica y medio. Expresion de
CECuy; con pelB desde células E609L"LYS"/pET27 inducidas con IPTG, resueltas a través de electroforesis
Tris-tricina / Urea (18%). (A) E.coli EBOSL"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, Carril 4: fraccion periplasmatica precipitada, inducido con IPTG, Carril 5: medio cultivo
precipitado, sin IPTG, Carril 6: Pellet celular, sin IPTG, Carril 7: fraccion periplasmatica precipitada, sin IPTG.
(B) E.coli EG09L “LYS"/pET27 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:
fraccion periplasméatica precipitada, inducido con IPTG, Carril 5: medio cultivo precipitado, sin IPTG, Carril 6:
Pellet celular, sin IPTG, Carril 7: fraccion periplasmatica precipitada, sin IPTG.
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Para la éptima expresion de los monémeros y dobletes construidos se transformé
exitosamente células de E.coli BL21(DE3) (figura 9.10), cepa que ya es DE3 liségena. La
razén de no utilizar la cepa “porosa” de E. coli para expresar los péptidos, fue que la
naturaleza de esta cepa solo le permite ser util para el rastreo de péptidos antimicrobianos
mas eficientes, pero no asi para la produccion, dado que estos mutantes son fragiles y
revierten prontamente (Jonasson et al., 2002).

Figura 9.10 Transformacion de monémeros y dobletes de cecropina en BL21(DE3). pET27 de
monémeros y dobletes con y sin pelB fueron utilizados para transformar BL21(DE3). PCR de colonias
resistentes a kanamicina fueron resueltos a través de electroforesis en gel de agarosa (2%). (A) pET27 sin
pelB, Carril 1: CECair, Carril 2: CECet, Carril 3: escalera de DNA (Winkler) (bp). (B) pET27 con pelB, Carril 1:
escalera de DNA (Winkler) (bp), Carril 2: CECgr, Carril 3: CECre. (C) pET27 sin pelB, Carril 1 escalera de DNA
(Winkler) (bp), Carril 2: CEC4.CECet, Carril 3: CECet.CECyir. (D) pET27 con pelB, Carril 1: CECyi~CECret,
Carril 2: CEC;e-CECuar, Carril 3: escalera de DNA (Winkler) (bp).

En la figura 9.11 se muestra el perfil de expresion obtenido en células de BL21(DE3) con
constructos en pET27 con pelB, observandose la expresion de péptidos del tamafio
esperado para CECy, y CEC4~CEC, (carriles 3, 6) y uno algo menor para CEC (carril 9)
fueron obtenidos con la induccion con IPTG, estando ausente en células sin induccion
(carriles 2, 5 y 8) demostrando asi un control mayor de la expresion basal que la cepa
E609L"LYS".
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Figura 9.11 Perfil de expresién de mondmeros y dobletes de cecropina con péptido sefial pelB.
Expresion de CECy-CEC . desde células BL21/pET27 con pelB inducidas con IPTG, resueltas a través de
electroforesis Tris-tricina / Urea (18%). Carril 1, 4, 7: Marcador de peso molecular (Bio-Rad) (kDa), Carril 2:
Control (BL21 con pET27 CECg; sin induccion con IPTG), carril 3: BL21 con pET27 CECq: con IPTG, carril 5:
Control (BL21 con pET27 CEC« sin induccion con IPTG), carril 6: BL21 con pET27 CEC« con IPTG, carril 8:
Control (BL21 con pET27 CEC4~CEC;« sin induccion con IPTG), carril 9: BL21 con pET27 CEC4~CEC,. con
IPTG.

El primer paso de purificacion después de la extraccion involucro el desalteado de CECy;
y CEC4~CEC,y mediante cromatografia en fase solida Sep-Pak eluido con 80% ACN. En
la figura 9.12 se muestra el enriquecimiento y purificacién de los péptidos.
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Figura 9.12 Purificacién de cecropina y doblete con pelB por Sep-Pak. Proteinas extraidas desde cultivos
de BL21(DE3) con pET27/CEC& y CEC4i-CEC et con pelB inducidas con IPTG, fueron purificadas por Sep-
Pak con gradiente de ACN y resueltas a través de electroforesis Tris-tricina / Urea (18%). Carril 1: Fraccion
CECg; eluido con 80% ACN, Carril 2: Fraccion CECu-CEC4 eluido con 80% ACN.
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Asi mismo en la figura 9.13 se muestra el perfil de expresion obtenido en células de
BL21(DE3) con CEC4-CEC, en pET27 sin pelB a diferentes tiempos de induccion y
temperatura. CEC4-CEC, fue el Unico en que se pudo observar expresion sin pelB,
obteniéndose un péptido del orden de los 8,5 kDa esperado.
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Figura 9.13 Perfil de expresién de doblete de cecropina sin pelB. Expresion de CECi~CECye 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 2,3: Control (BL21 con pET27 CEC4~CEC e sin
induccién con IPTG) a 37 y 26°C por 6 hrs incubacion respectivamente, Carril 4,5: BL21 con pET27 CECgyi-
CECeta 37 y 26°C con induccidn de IPTG por 2 hrs, Carril 6,7: BL21 con pET27 CEC4~CEC.era 37 y 26°C
con 4 hrs de induccion con IPTG, Carril8,9: BL21 con pET27 CEC4i-CEC,eta 37y 26°C con 6 hrs de induccion
con IPTG.

Esta expresion también se verifico mediante el RT-PCR dirigido a la secuencia codificante
de CEC-CEC, obteniéndose una amplificacion de los cultivos inducidos con IPTG (figura
9.14).

300 v
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Figura 9.14 Perfil de expresion mediante RT-PCR de cuitivos de doblete de cecropina. RNA de cultivos
de BL21(DE3) con pET27/CECi~CEC:« inducido con IPTG, tratado con DNAsa 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), Carril 2: Control RT-PCR negativo, sin transcriptasa reversa, Carril 3: RT-PCR con
transcriptasa reversa.
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La purificacién mediante Sep-pak del péptido CEC4-CEC; permitié su enriquecimiento
(figura 9.15). Ademas permitid ver que en el citosol se acumulé una fraccion minima del
péptido soluble (carril 2) y que la mayoria estaba presente en cuerpos de inclusion (carril
3).

12 3
26.6 |
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Figura 9.15 Purificacion de doblete por Sep-Pak. Proteinas extraidas desde cultivos de BL21(DE3) con
pET27/CEC4~CEC:e inducidas con IPTG, fueron purificadas por Sep-Pak con gradiente de ACN y resueltas a
través de electroforesis Tris-tricina / Urea (18%). Carril 1; Marcador de peso molecular (Bio-Rad) (kDa), Carril
2: Fraccion citosoélica, Carril 3: Fraccion cuerpos de inclusion.

La segunda etapa de purificacion involucré RP-HPLC obteniéndose un peak a los 69,18
min en un 47,5% ACN (figura 9.16A) que se confirm6 mediante electroforesis que fuera el
mismo péptido (figura 9.16B). Una muestra de este péptido fue enviada y se sometié a
una determinacion de masa que confirmo su identidad.
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Figura 9.16 Purificacién de doblete por RP-HPLC. (A) Perfil de elusion de RP-HPLC de la fraccion del 80%
ACN post Sep-Pak C-18 con un gradiente lineal de 5-60% ACN. (B) Perfil de proteinas resuelto a traves de gel
de electroforesis Tris-tricina/ Urea (18%). Camil 1: Marcador de peso molecular (Bio-Rad) (kDa), Carril 2:
Eluido del peak del cromatograma con un tiempo de retencién de 69,18 min que corresponden al doblete
CECi~CECia.
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En la figura 9.17 se muestra el espectro de masa obtenido por MALDI-TOF MS, que
estimé el peso molecular del péptido en 8,417.4 Da, acorde con lo esperado.

8,417.4

7000 BOOD 9000
m/z

Figura 9.17 Espectro MALDI-TOF MS de doblete. Determinacion de masa del peak mayor del
cromatograma obtenido de RP-HPLC, que corresponde al doblete CEqi~CECat

La correspondencia de la secuencia primaria fue 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 mostré
una secuencia primaria acode con CEC4-CEC.y (figura 9.18B). La real naturaleza del
péptido fue determinada por una fragmentacion de masa del fragmento de 2.040 mediante

espectrometro de masa con trampa iénica.
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Fragmentos de Digestion triptica hipotética
m/z Comienzo final Secuencia
1067.5962 65 73 (R) THQGVREIK (K)
1095.6023 11 19 (K) IERVGQHTR (D)
2040.0838 44 64 (R) ATAAVNAAQQAIGLGQITADR (T) *
2040.0838 20 40 (R) DATIQGLGIAQQAANVAATAR (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 Analisis MALDI-TOF MS de digestion triptica total de doblete. (A) */** Indican Pesos
moleculares acorde a lo esperado para las secuencias y espectro de fragmentacion. (B) Digestion hipotética

de CECy~CECat
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La figura 9.19 A y B muestra que los aminoacidos 20 a 64 corresponden a las secuencias
invertidas de CECdir-CECret.
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Figura 9.19 Fragmentacion por Espectrometria de masa provisto con trampa idnica del peak 2040.1 de
la degradacién triptica. (A) y (B) indican que los aminoacidos 20 a 64 corresponden a las secuencias

invertidas de CEC4i-CEC e
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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 accion en

comparacién con el control de cecropina sintética (Tabla 9.1). EIl mismo péptido con pelB

mostro una actividad reducida en el orden de 10 (datos no mostrados).

Tabla 9.1 Perfil antimicrobiano in vitro de fraccién post-HPLC de CECg4~CEC« aislado de BL21, comparado
con CECy; obtenido por sintesis quimica (f-moc).

MIC (uM)
Bacterias gram
negativas CECair-CECret CECair |
V. ordalii 1,08 2,16
V. anguillarum 1,08 2,18
V. alginolyticus 1,08 2,16
V. mimicus 2,16 -
V. parahaemolyticus 2,16 -
E.coli 1,08 -
E. aerogenes 1,08 2,16
E. tarda - -
Bacterias gram
positivas
B. subtilis - -
S epidermidis - -
M. luteus 1,08 -
Hongos
Saprolegnia sp. 0,17 -

MIC esta dado por valores 1Cso (uM), (-): No hubo actividad detectable a la concentracion 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 eucaritticas (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 BL21, comparado con CECdir
obtenido por sintesis quimica, en la linea celular CHSE-214.

Concentracion de % viabilidad
péptido
CECai-CEC et (ng/pl)
1,5 94
3.0 91
6,0 93
7.5 95
CECair (pg/pl)
1.5 84
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.

700

Figura 9.20 Transformacién de monémeros y dobletes de cecropina en BL21 (sin DE3). pET27 de
mondmeros y dobletes con pelB 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: CECa~CECnm, Carril 3: CECet-CECa, Carril 4: CECay, Carril 5: CECret

Se amplificé el fago CE6 para tener las cantidades adecuadas para una expresion,
obteniéndose una titulacién del orden de 5x10° pfu/ml (figura 9.21).
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Figura 9.21 Titulacion de infeccion de células LE392 con fago lambda CE6. Estrategia de titulacion para
determinar multiplicidad de infecciéon (MOI) de fago lambda CES.

Se indujo la expresién de células BL21 (sin DE3) con diluciones seriadas del fago para
tener diferentes multiplicidad de infeccion (MOI), sin embargo el sistema probé no ser
adecuado para la expresion de estos péptidos (figura 9.22A y B)
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Figura 9.22 Perfil de expresion de monémeros y dobletes de cecropina (BL21 sin DE3). Expresion de
CECar y CECarCECe con pelB desde células BL21/pET27 infectadas con fago lambda CE6 a diferentes MOI,
resuelta a través de electroforesis Tris-tricina / Urea (18%). (A) CECady Carril 1: Marcador de peso molecular
(Bio-Rad) (kDa), Carril 2-4: CECgr con (MOI: 1, 5, 10), Carril 6-8: CECqr con (MOI 15, 20, 25), Carril 5, 9:
control CECy; sin infeccién. (B) CECs~CECe Carril 1: Marcador de peso molecular (Bio-Rad) (kDa), Carril 2-
4: CEC4~CECret con (MOI: 1, 5, 10), Carril 6-8: CECai~CECret con (MOI: 15, 20, 25), Carril 5, 9: control CECair
CECe sin infeccion.

Se utilizé una aproximacion, que usa la inteina Sce VMA como pareja de fusion (Chong et
al., 1996; Chong et al., 1997). Los monémeros y dobletes en pET27 fueron sublonados en
el vector pTYB11 (figura 9.23) y se transformé en forma exitosa células TOP10 y ER2566
(figura 9.24).

inteina(n B inteina(CROMEG 8 Goete |

Sapl EcoRI

Figura 9.23 Disefio de clonamiento en pTYB11. Monomeros y dobletes de cecropina fueron clonados en
pTYB11 con (Sapl y EcoRl). Este presenta un dominio de unién a quitina (CBD).

Figura 9.24 Transformacion de monémeros y dobletes de cecropina en TOP10 y ER2566. pTYB11 de
monoémeros y dobletes fueron utilizados para transformar TOP10 y ER2566. PCR de colonias resistentes a
kanamicina fueron resueltos a través de electroforesis en gel de agarosa (2%). (A) TOP10, Carril 1: escalera
de DNA (Winkler) (bp), Carril 2: CEC4;. Carril 3: CECret, Carril 4: CECu~CEC, Carril 5: CECoCECur. (B)
ER2566, Carril 1: escalera de DNA (Winkler) (bp), Carril 2: CECa. Carril 3: CECrer. (C) ER2566, Carril 1:
escalera de DNA (Winkler) (bp), Carril 2: CEC4~CECe:, Carril 3: CECe+CECa.
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En la figura 9.25 se puede observar la expresion de la proteina de fusion inteina-CECg, de
tamafio esperado 59,2 kDa con IPTG (carril 4) y su expresion basal sin IPTG (carril 3).
Como control de expresion se expreso la proteina de union a maltosa de 97 kDa (carril 8-
10).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

B6  ——
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Figura 9.25 Perfil de expresi6n de cecropina (ER2566). Expresion de CECq, desde células
ER2566/pTYB11 inducidas con IPTG, resueltas a través de electroforesis Tris-tricina / Urea 12% Carril 1:
Marcador de peso molecular (Bio-Rad) (kDa), Carril 2-4: CEC/pTYB11 (t: 0, t: 16 hrs sin IPTG, t: 16 hrs con
IPTG 0.3 mM), Carril 5-7: pTYB11 sin fragmento (t: 0, t: 16 hrs sin IPTG, t: 16 hrs con IPTG 0.3 mM), Carril 8-
10: pMYBS5 (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 tamafio con su control (PTYB11 sin
inserto, en carril 3) que es de 55 kDa contra los 59,2 KDa (PTYB11 CECy;, en carril 2).

1 2 3 4 5 6 7 8 9

el Em""'"i

Figura 9.26 Perfil de expresion de cecropina (ER2566). Expresion de CECqr desde células
ER2566/pTYB11 inducidas con IPTG, resueltas a través de electroforesis Tris-tricina / Urea 8% Carril 1:
Marcador de peso molecular (Bio-Rad) (kDa), carril 2, 5y 8: CEC/pTYB11, carril 3, 6 y 9: pTYB11 sin
fragmento, carril 4 y 7: pMYBS. Carriles 2-4 t=16 hrs con IPTG 0.3 mM, carril 5-7 t= 16 hrs sin IPTG, caril 8-9
t:=0)
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Se obtuvo los mismos resultados con el retropéptido CEC,; obteniéndose una proteina
estimada de 59,2 (figura 9.27).

1 2 3 4 56 7 8 9 10

Figura 9.27 Perfil de expresién de cecropina y retrocecropina (ER2566). Electroforesis 12% Carril 1:
Marcador de peso molecular (Bio-Rad) (kDa), CECdir (t: 16 hrs con IPTG 0.3 mM (carril 2), t: 16 hrs sin IPTG
(carril 3)), CECret (t: 16 hrs con IPTG 0.3 mM (carril4), t: 16 hrs sin IPTG(carril 5)), pTYB11 sin fragmento (t:
16 hrs con IPTG 0.3 mM (carril 8), t: 16 hrs sin IPTG(carril 7)), ER2566 sin pTYB11 (t: 16 hrs con IPTG 0.3
mM (carril 8), t: 16 hrs sin IPTG( carril 9)), CECdir-CECret (t: 16 hrs con IPTG 0.3 mM(carril 10)).

Se obtuvo también una expresién exitosa de los dobletes CECdir-CECret y CECret-
CECdir del tamario esperado 63,4 kDa (figura 9.28).

1 2 3 4 56 7 8 9 10
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Figura 9.28 Perfil de expresion de dobletes de cecropina (ER2566). Electroforesis 12% Carril 1: Marcador
de peso molecular (Bio-Rad) (kDa), CECdir-CECret (t: 16 hrs con IPTG 0.3 mM (carril 2), t: 16 hrs sin
IPTG(carril 3)), CECret-CECdir (t: 16 hrs con IPTG 0.3 mM (carril 4), t: 16 hrs sin IPTG( carril 5)), pTYB11 sin
fragmento (t: 16 hrs con IPTG 0.3 mM (carril 6), t: 16 hrs sin IPTG( carril 7)), ER2566 sin pTYB11 (t: 16 hrs
con IPTG 0.3 mM (carril 8), t: 16 hrs sin IPTG(carril 9)), CEC (t: 16 hrs con IPTG 0.3 mM(carril 10)).



En cuanto a su extraccién con lisozima se recupero las proteinas de fusion en la fraccion

soluble al bajar la temperatura de expresion a 22°C (figura 9.29).

1 2 3 4 5 6 7 8 9

"?!"i?

Ll g H “ ——

3 4
d

o0
e
§ el

Figura 9.29. Purificacion y recuperacién de péptidos de extracto celular. Sobrenadante de lisado de
proteinas extraidas con lisozima desde cultivos de ER2566 con pTYB11/ CECqir y CEC4ir-CEC e inducidas con
IPTG, resuelta a través de electroforesis Tris-tricina / Urea (18%). Carril 1: Marcador de peso molecular (Bio-
Rad) (kDa), Carril 2-5: CECg, Carril 6-9: CECu-CEC et

Se confirmé 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 BL21 (figura 9.30B).

.———

&8

Figura 9.30 Western blot de proteina de fusion. (A) Inmunoblotting de proteina de fusion (CECgi) con
anticuerpo anti-CBD, (B) inmunoblotting de restantes proteinas de E.coli con anticuerpo anti-BL21. Carril 1:
Marcador de peso molecular (Bio-Rad amplio rango), carril 2: resina de quitina con proteina de fusion antes
de clivaje, carril 3: resina de quitina post DTT. Membrana fue tefiida con diaminobenzidina.
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La fraccién soluble de CECy4, y CEC4~CEC . fue cargada en columnas de quitina donde
se indujo el clivaje con DTT por 40 hrs a 18°C, recuperandose los peptidos libre de su
proteina de fusion (figura 9.31B, carril: 4-5). En el carril 4 y 5 se observa CEC; (4,2 KDa)
y CEC4-CEC« (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).

Figura 9.31 Purificacion de monémero 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:
1 lavado CECg~CEC:e, Carril 7: 5° Lavado CEC4~CEC. (B) Carril 1: Marcador de peso molecular (Bio-
Rad), Carril 2: 1% lavado CECax, Carril 3: 5° lavado CECay, Carril 4: clivaje de CECa. en resina, Carril 5: clivaje
de CEC4-CECe en resina, Carril 6: lavado con DTT CECg, Carril 7: lavado con DTT CECi-CECet.

Luego se hizo eluir los péptidos libres de inteina, y se desaltearon y se elimin6 el DTT que
podia afectar la actividad del péptido en columnas Sep-Pak recuperandose las proteinas
CECy4, y CEC4-CEC en la fraccién del 40% que fue utilizada en RP-HPLC. En la RP-
HPLC se obtuvo un peak al tiempo de retencion 22.0 min para CECdir (figura 9.32A) y dos
peaks con tiempos de retencion 14.3 y 21.8 para CECy~CEC (figura 9.32B), que se
confirmé mediante electroforesis que fuera el mismo péptido (figura 9.32C).
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Figura 9.32 Purificacién de monémero y doblete de cecropina por RP-HPLC. (A) CECdir: 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. (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-tricina/
Urea (18%). Carril 1: Marcador de peso molecular (Bio-Rad) (kDa), Carril 2: Eluido del peak del cromatograma
con un tiempo de retencion de 14,33 min, Carril 3: Eluido del peak del cromatograma con un tiempo de
retencion de 21,81 min que corresponde al doblete CEC4~CECe:.

El péptido CEC4-CEC, purificado mediante RP-HPLC fue utilizado para ensayos
antimicrobianos contra bacterias gram negativas, mostrando una alta actividad del orden
del micromolar (Tabla 9.3).

Tabla 8.3 Perfil antimicrobiano de fraccion post-HPLC de CEC4CEC« aislado de ER2566 mediante sistema
inteina.

MIC (uM)
Bacterias gram
negativas CECui-CECret |
V. ordalii 1,08
V. alginolyticus 1,08
E.coli 1,08

MIC esta dado por valores ICso (uM).
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10. DISCUSION

Esta trabajo muestra el nuevo disefio de construcciones genéticas involucrando dobletes
de la secuencia codificante de cecropina A de Drosophila melanogaster. La estrategia
involucré la inversion de la secuencia codificante de aminoacidos comparado con la
original, con el propésito de aumentar su potencial interaccion con la membrana de
bacterias patogenas basado en una interaccion sinérgica mostrado por formas
diméricas/oligoméricas de un AMP (Dempsey et al., 2003). Este es el primer reporte de
generacioén 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
clasicos construidos por repeticiones en tandem obtenido de un sistema transcripcion-
traduccion libre de células, que no mostré actividad (Martemyanov et al., 1997). El disefio
y construccion de los nuevo dobletes no fue tarea facil dado que la simple inversion de la
secuencia codificante de la cecropina no da la inversion de la secuencia aminoacidica
debido a que el codigo 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
periplasmatico al medio usando la secuencia sefial periplamatica pelB, no fue posible para
cecropina dado que no se escindi6 correctamente. Esto se puede deber a que el peptido
sefial es necesario, pero no suficiente para exportacion al periplasma mediante sistema
de translocacion de membrana de E.coli (Wickner et al., 1991). No todas las proteinas son
buenos candidatos para localizacién periplamatica, incluso puede se téxico para ellos
(Snyder y Silhavy, 1995). La expresion de genes foraneos en E.coli generalmente lleva la
bacteria a empaquetar y acumular los péptidos en una forma densa y denaturada en la
forma de agregados insolubles llamados cuerpos de inclusién (Tsumoto et al., 2003). En
la mayoria de los casos la formacion 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 mas probables de formar cuerpos de inclusion. Ambas son caracteristicas presentes
en CECdirCECret que fue esencialmente dirigido a los cuerpos de inclusion. Dado que los
niveles de expresion basal antes de la induccion pueden afectar el destino de los péptidos
se probd alternativas. Bajos niveles de expresion 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 proteina activadora por catabolito
(CAP) inactivada. Sin embargo esta represion catabdlica mediante adicion de glucosa
hasta la fase estacionaria no afectdé mayormente el destino del péptido (datos no
mostrados). Ademas la carga neta de aminoacidos N-terminales de la proteina madura
pueden inhibir la translocacién (Kajava et al., 2000). Esto es una caracteristica de la
cecropina, con sus multiples residuos de aminoacidos con carga positiva en este extremo
lo que podria interferir su traslocacion. Esto no cierra la posibilidad de usar esta idea, que
encierra un potencial muy grande para agilizar el proceso de seleccion de AMPs que
normalmente es lento, con otros péptidos o la utilizacién de otro péptido sefal. El sistema
de expresion seleccionado en células BL21 con pET27 resulté 6ptimo para obtener la
expresion del doblete de cecropina CECdirCECret, siendo uno de los pocos casos en que
un péptido activo es obtenido en bacterias sin el uso de proteinas de fusién o asociados a
peptido seifial (Piers et al., 1993; Skosyrev et al., 2003). El rendimiento en la recuperacion
del péptido fue del orden de 20 mg/it desde cuerpos de inclusion, y de 340 ug/it en la
fraccion soluble, mas que aceptable y mas aun sin péptido de fusion. Esto comparado con
los niveles obtenidos en otros sistemas para obtener cecropina como Bombyx mori
(Yamada et al., 1990) que mostr6 un rendimiento de 20 pg en 450 ml del medio de cultivo,
Saccharomyces cerevisae (Aly et al., 1999) con 80 pg en 1 It de suspension de levadura,
Pichia pastoris (Jin et al., 2006) con 12 mg en 1 It de suspension de levadura, asi como
E.coli (Xu et al., 2007) con recuperacion 11,2 mg en 1 It, pero utilizando proteina de
fusion. La extracciéon de la fuente natural, permite obtener 70 ug desde 150 ml de
hemolinfa de Sarcophaga peregrina (Okada et al., 1983). El doblete eluy6 alrededor del
47.5% ACN en concordancia con otros péptidos similares a cecropina (Kim et al., 2004).
La caracterizacion de este péptido en geles de poliacrilamida confirmo su tamafio
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
determiné un peso molecular practicamente idéntico al teérico sin la metionina de inicio,
mostrando que el péptido se encontraba completo. Modificaciones del extremo amino
terminal de las proteinas donde se elimina la metionina inicial se puede observar en
procariotas (Sherman et al., 1985), lo que parece indicar la accion de la metionina
aminopeptidasa (Solbiati et al., 1999; Ben-Bassat et al., 1987). La fragmentacion por
espectrometria de masa con trampa iénica del peak de 2040 permitié saber sin ninguna

dudad que la molécula funcional recuperada corresponde a la genéticamente disefiado.
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Trabajos posteriores realizados por el laboratorio de genética molecular e inmunologia,
mediante dicroismo circular de este péptido doble mostro que la conformacion a-hélice del
mondmero cecropina se mantiene, elemento clave 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 monomeéricas que no se expresaron, sin pelB, se
puede deber a que la estabilidad de péptidos pequefios producidos en E.coli ha sido
aumentada si estos péptidos son unidos en tandem como un polimero grande de
unidades repetidas (Shen, 1984). Ademas se puede deber al hecho de que en
CECdirCECret las colas hidrofébicas se encuentran dirigidas hacia el interior en este
doblete y por tanto no se encuentra disponible a diferencia de los monémeros y el otro
doblete CECretCECdir donde las colas estan dirigidas hacia fuera. Un péptido asi es
potencialmente toxico para el hospedero debido a que regiones hidrofébicas no plegadas
y libres tienen la tendencia de unirse a otras proteinas del citosol, asi como adherirse 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 mostro un amplio rango de
actividad antimicrobiana contra bacterias gram negativas, gram positivas y hongos
presentando una potente actividad con muy bajo MIC. Esto es especiaimente 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 inhibicion fue practicamente completa a bajas
concentraciones del péptido. Esto demuestra que el doblete no sélo aumento la potencia
antibacteriana (Zasloff 2002; Boman 1998), sino que también aumenta el espectro de
accién a nuevos patdgenos como es el caso del hongo Saprolegnia sp, en comparacion a
la cecropina parental (DelLucca et al., 1997). En cuanto a la actividad antimicrobiana
aumentada que presento 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 mostré actividad por si misma y la cecropina obtenida por sintesis quimica present6
una actividad menor que el doblete. EI aumento de la actividad por el doblete de
cecropina podria tal vez apoyar un proceso de oligomerizacién o formacién de agregado
de este péptido en la membrana bacteriana de una manera similar a la obtenida por
magainina (Zemel et al., 2005; Dempsey et al., 2003). El aumento de de las propiedades
catiénicas de los péptidos es un elemento que se ha visto puede ayudar a potenciar la
actividad antimicrobiana (Wang et al., 1998; Fink et al., 1989). Este es el caso del doblete
disefiado que duplica las cargas positivas disponibles (carga neta +12) en una forma
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versatil, manteniendo una estructura helicoidal de dos cabezas mayores, de acuerdo a
datos disponibles (Tenaza et al., 1999; Dempsey et al., 2003). El doblete CECdirCECret
fue disefiado para permitir la accion sinérgica de los dos extremos amino, en donde los
extremos carboxi, unidos internamente por dos glicinas cumplen la funcion de puente
(Xiao et al., 2006) entre los mondmeros. Un estudio de péptidos antimicrobianos
helicoidales revelan que la glicina es frecuentemente encontrada cerca del centro y que
actiia como puente para aumentar la flexibilidad en muchas familias proteicas (Tossi et
al.,, 2000). La presencia de una insercién de este tipo de puente en la hélice, es en
muchos casos deseable, atenuando la 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 exégenos y por ende, constituye un buen modelo para
éste propésito (Lannan et al., 1984). Esto permite asi asegurar la naturaleza inocua de los
péptidos para el huésped, elemento crucial para su potencial aplicacion terapéutica. En
cuanto a los sistemas alternativos propuestos para optimizar los niveles de expresion, la
eleccién del sistema de expresion mediante el fago lambda CE6 se debi6é al éxito
mostrado en expresar proteinas extremadamente téxicas gracias a una practicamente
nula expresion basal (Doherty et al., 1993). Sin embargo la induccién con el fago lambda
CES6 no resulto del todo, tal vez por el hecho que este mecanismo requiere un control muy
preciso de la multiplicidad de infeccion (MOI) por célula, donde este si es menor no se
induce la expresién 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 analogos
proteicos de los intrones, permitio la expresion y recuperacion de péptidos activos, sin la
necesidad del clivaje quimico o enzimatico para liberar el péptido de su proteina de fusién
(Morasutti et al., 2005), que son toxicos o costosos. La razén para seleccionar el vector
pTYB11 (fusién de la inteina por el extremo N-terminal del péptido) en desmedro del
vector pTYB1 (fusion de la inteina por el extremo C-terminal del péptido) se debi6 a la
intenciéon de proteger la regién méas propensa a la degradacion de la cecropina (region de
aminoacidos basicos cargados positivamente, que en conjunto con los residuos de
triptéfano 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 logré proteger el péptido en forma similar a como ocurre con el prepro péptido
de la cecropina in vivo (Zasloff, 2002). Esta estrategia permitio obtener la expresion de
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ambos monémeros 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 la expresion de los péptidos en la fraccion soluble fue necesario bajar la
temperatura de induccion desde 37°C hasta 22°C (datos no mostrados). El crecimiento a
37°C puede causar la acumulacion de algunas proteinas en cuerpos de inclusion,
mientras que la disminucion de la temperatura puede llevarlos a su forma soluble y activa
(Xu et al., 2005; Schein y Noteborn, 1989). Luego de la purificacion en las columnas de
quitina se demostré que el péptido de fusion inteina se autoescindio en forma exitosa del
péptido CECdirCECret. El rendimiento en la recuperacion post Sep-pak y HPLC del
péptido CECdIirCECret fue del orden de 2,2 mg/it desde la fraccion 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 analisis en
geles de poliacrilamida confirmé su tamafio esperado y luego de HPLC se mostré 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 sefial. Ademas esta forma doble con novedosa
conformacién de la cecropina permiti6 aumentar la expresion, estabilidad y actividad
comparada con su forma monomérica, disefiando asi un nuevo modelo para mejorar a
otros AMPs. Se expone ademas una nueva alternativa 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 proteina de fusién gracias
a su actividad autocatalitica. Trabajos posteriores realizados por el laboratorio de
Genética Molecular e Inmunologia, en cultivos de salmonidos ha permitido demostrar su
efectividad y exitoso control in vivo contra el hongo Saprolegnia sp, un importante
patégeno de la acuicultura nacional a concentraciones muy bajas del péptido, lo que
permite proyectar un uso de este péptido. El disefio y construccion de dobletes de las
secuencias codificadoras de cecropina y su forma invertida, permitieron asi generar
recombinantes que expresados en sistemas heterélogos mostraron mayor actividad o
espectro de accién que los péptidos parentales sobre agentes patégenos que afectan la
acuicultura.

Los atributos de los péptidos hacen que este producto sea mas atractivo que los
antibiéticos y vacunas. Es un producto utilizado preventivamente, es de origen natural y
se diferencia de los antibiéticos quimicos clasicos. Por la misma razon no seria residual
en la carne procesada de los ejemplares que los consumen, correspondiendo a un
apropiado producto que permitiria el cultivo 100% “organico”. Su degradacion natural
contrasta beneficiosamente con la aditividad peligrosa que presentan los antibidticos al
ser liberados en el medio, siendo amigable con el medio ambiente. No presentan
citotéxicidad contra el huésped dado su caracter eucariético y por lo mismo no presentan
problemas para el consumo, facilitando su comercializacion. Presentan una rapida accion
a diferencia de las vacunas, que requieren tiempos mucho mas largos, ain mas,
tratandose de animales de sangre fria, no generarian resistencia en los patégenos como
los antibicticos clasicos y serian aplicables especialmente en estadios tempranos de vida
de organismos marinos cultivables cuando son mas susceptibles al ataque de agentes
patégenos. Esta propuesta entregaria asi una respuesta a la necesidad de erradicar
microorganismos patogenos en cultivos confinados de la acuicultura nacional vy
adelantarse a la amenaza de la aparicion local de nuevas enfermedades en la acuicultura.
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12. RECOMENDACIONES

Trabajos posteriores buscaran optimizar el funcionamiento para la expresion 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
disefio de dobletes puede ser explorada para la optimizacion o disefio de péptidos nuevos
dado el éxito del doblete de cecropina. El sistema “leaky” de E60SL debiera ser explorado
probando otros péptido sefial 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
la produccién recombinante de E.coli no permite el procesamiento post-traduccional del
extremo C-terminal, al no poseer la glicina oxidasa (Skosyrev et al, 2003). Las cecropinas
naturales de insecto sufren normalmente la amidacion 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 modificacion post-traduccional es
considerada necesaria para la actividad completa de la molécula (Hara et al., 1994; Li et
al., 1988). Una alternativa posible es el uso del sistema inteina que puede permitir la

amidacion de los péptidos en su procesamiento.
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13. NOMENCLATURA

ACN: Acetonitrilo

AMP: Péptidos antimicrobianos

CECdir: Cecropina directa o parental

CECret: Retro cecropina

drAMP: Péptidos antimirobianos dobletes

DTT: 1,4-Ditiotreitol

IPTG: Isopropil-B-D-tio-galactopiranosido

LB: Luria-Bertani

PCR: Reaccion 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

medio Luria Bertani (LB)
1% NaCl

1% peptona
0.5% extracto de levadura

medio minimo esencial (MEM)
contiene dextrosa, sales inorganicas, vitaminas y aminoacidos
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