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Resumen

Los péptidos antimicrobianos (PAMs) forman parte impor-
tante del sistema inmunitario innato de todos los seres vivos.
Son antibidticos de origen peptidico y constituyen la primera
linea de defensa del organismo. En plantas estos compuestos se
sintetizan para resistir el estrés causado por el ataque de algin
depredador o patdgeno y suelen ser efectivos en la inhibicién

de agentes potencialmente dafinos. Esta caracteristica los ha
vuelto atractivos para ser utilizados como una alternativa a los
antibidticos convencionales ya que dificilmente los patégenos
muestran resistencia hacia estos compuestos. No obstante, el
aislamiento a partir de fuentes naturales es un proceso laborio-
so y lento, por lo que se suele realizar la sintesis quimica que,
aunque muy eficiente, es un proceso complejo y costoso. Por
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lo que tampoco es una via ideal para la produccion de péptidos a gran escala.
Una opcidn viable es la tecnologia del DNA recombinante que comparada con
la sintesis quimica resulta ser escalable, accesible y con la capacidad de produ-
cir PAMs efectivos. Dentro de las plataformas de expresion de estos péptidos
podemos mencionar Escherichia coli, levaduras como Pichia pastoris y una
gran diversidad de plantas como Nicotiana tabacum. Esta tecnologia hace po-
sible la obtencién de PAMs efectivos y a gran escala.

Introduccion

Los péptidos antimicrobianos (PAMs) son componentes indispensables de los
mecanismos de defensa innatos de los seres vivos. Son la primera linea de
defensa constitutiva inducida por una infeccién de agentes nocivos, detenien-
do a la mayoria de las infecciones antes de que causen algin dano celular o
sintoma. Estructuralmente los PAMs son oligopéptidos de entre 2 a 9 kDa,
con una longitud de 10-50 residuos de aminoacidos. Presentan una estructura
helicoidal de naturaleza catiénica y anfipatica o hidrofébica, lo que facilita la
interaccién inicial con la membrana bacteriana que esta cargada negativamen-
te, dafiandola y provocando la muerte celular, ademas estos péptidos muestran
un amplio espectro de actividad contra bacterias, hongos, virus y parasitos
eucariotas.

Hasta la fecha, mas de 5,000 PAMs han sido descubiertos o sintetizados.
Tanto procariotas como eucariotas pueden sintetizar PAMs de manera natu-
ral. A diferencia de los antibidticos convencionales, que en general, se dirigen
hacia una enzima y pueden selectivamente inducir resistencia, los PAMs inhi-
ben microorganismos principalmente por mecanismos de formacién de poros
dirigidos a la membrana, un mecanismo que es inherentemente mas dificil
para que estos desarrollen algun tipo de resistencia.

PAM:s reportados en plantas
Las plantas son seres vivos inmdviles que al igual que otros organismos son

vulnerables a infecciones microbianas. Estas han evolucionado y desarrolla-
do eficaces sistemas de defensa contra patégenos. Estas medidas de defensa
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incluyen barreras fisicas contra su penetracién y propagacién, como capas ce-
rosas de cuticulas y tricomas, y barreras quimicas para inhibir el crecimiento
y desarrollo de patégenos, como sistemas complejos de reconocimiento celu-
lar, redes intrincadas de fitohormonas, innumerables vias transcripcionales,
diversas proteinas y metabolitos secundarios. Entre las moléculas de defen-
sa de las plantas, los PAMs son una de las barreras quimicas mas comunes
que las plantas han desarrollado para resistir el estrés bidtico. La sintesis de
PAMs ocurre a nivel sistémico en casi todas las partes de una planta durante
cualquier etapa de su vida. Por ejemplo, las semillas de la planta de rabano
producen continuamente PAMs pertenecientes a la familia de las defensinas.
Durante la germinacion de estas semillas, la produccion de defensinas aumen-
ta significativamente para ayudar a proteger las plantulas contra los patégenos.

Estos PAMs han sido el foco de interés en investigacion para comprender
su relacion e interaccion con patégenos de plantas, patdgenos del deterioro de
alimentos e incluso la salud humana. Patégenos importantes como Pythium
graminicola, Botrytis cinerea, Verticillium dahliae y Aspergillus niger son or-
ganismos con capacidad de afectar cultivos, pero que han sido inhibidos con
éxito por los PAMs sintetizados y extraidos del arroz, tubérculos de papa,
amaranto, chicharos, etc. Por su parte el péptido de tionina producido por
Arabidopsis thaliana es efectivo inhibidor contra los patégenos comunes como
Staphylococcus aureus y Escherichia coli. Mientras que el péptido clasificado
como ciclotido sintetizado por la planta Viola odorata es efectivo contra Kle-
bsiella pneumoniae. Se ha reportado el aislamiento de un buen nimero de
PAMs sintetizados por plantas, los cuales se enlistan en la tabla 9.1.
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Tabla 9.1. Péptidos antimicrobianos de origen vegetal

Fuente Nombre Tipo Caracteristicas Actividad
Rs-AFP1 Péptidos altamente basicos,
ricos en residuos de cisteina;
pesos moleculares de 5 kDa; .
Raphanus . . Antifingico
. Defensina Contienen carga neta de +4 y +6, L
sativus Rs-AFP2 K (Zygosaccharomyces bailii)
respectivamente.
Motivo af} estabilizado con cisteina
tipico de las defensinas vegetales
MsDefl Una region conservada de dos
. hebras beta antiparalelas con un L
Medicago . ] K Antiftingico
) Defensina bucle interpuesto que contiene una . .
sativa MtDef4 . (Fusarium graminearum)
carga cationica. La carga neta para
MsDefl es +3 y +6 para MtDef4
Péptido altamente basico. Contiene  Antibacteriano
. cuatro residuos de cisteina que (Escherichia coli,
Impatiens . ;
. IbAMP1 Defensina forman dos enlaces disulfuro Salmonella
balsamina . . .
intramoleculares. Contiene una enterica, Pseudomonas
carga neta de +5 aeruginosa)
La conformacion se estabiliza Antiftingico
Vigna o . mediante cuatro enlaces disulfuro  (Fusarium culmorum,
. Cp-thionin II ~ Defensina . L, . .
unguiculata entre los residuos de cisteina. Aspergillus niger,
Contiene una carga neta de +8 Penicillium expansum)
Péptido rico en cisteina y
aminodacidos bésicos (arginina
Tu-AMP 1 Tionina . . (arg K ¥
lisina). Péptido monocatenario que
. . Antimicrobiano
contiene cuatro enlaces disulfuro
Tulipa (Fusarium oxysporum
. Péptido rico en cisteina y .
gesneriana y Curtobacterium
aminodacidos basicos (arginina y .
flaccumfacien)
Tu-AMP 2 Tionina lisina). Péptido con una estructura
Unica; es un heterodimero con
cadenaayf
L . L, Antibacterial
. L. Péptido que contiene 8 cisteinas .
Triticum B-Purotionina . . L. (Corynebacterium
) . Tionina y 10 residuos basicos. 4 enlaces o
aestivim de trigo . ) michiganense,
disulfuro estdn presentes .
Xanthomonas campestris)
Un péptido de 5 kDa con 3
Arabidopsis o o enlaces disulfuro presentes en su Antifingico
. Tionina 2.4 Tionina . . . .
thaliana secuencia. Contiene una carga neta  (Fusarium graminearum)

de +1
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Fuente Nombre Tipo Caracteristicas Actividad
. MsSN1 contiene 12 residuos de Antifungico
Medicago . L, X
i MsSN1 Snakina cisteina con una region conservada (Phytophthora
sativa
al extremo C-terminal medicaginis)
Un péptido conformado por
Ziziphus . X P p K P Antibacteriano
uiuh Snakin-Z Snakina 31 amino acidos con un peso (Staphy )
ujuba aphylococcus aureus
" molecular de 3.318 kDa Py
Los péptidos consisten en una
columna vertebral circular y
Viola odorata Cycloviolacin Cidotido 3vpuentes disulfuro que estin Antibacteriano .
02 dispuestos en forma de nudo. Los  (Salmonella y E. coli)
péptidos contienen una carga neta
de +2
Los péptidos son muy bésicos
L y contienen 3 puentes disulfuro L
Mirabilis § . Antifungico
. Mj-AMP1 Knotina dentro sus estructuras. Ambos
jalapa L . (E oxysporum)
péptidos contienen una carga neta
de +3
El péptido contiene 5 puentes
X pep K P . Antifungico
Euonymus . . disulfuro (unidos por 10 residuos .
Ee-CBP Tipo Hevein o, (E culmorum y Alternaria
europaeus de cisteina presentes en su .
brassicicola)
estructura) y una carga neta de +5
Un péptido basico y rico en
. p P . Y Antifangico
. i i ) cisteina que contiene una carga N )
Stellaria media SmAMP3 Tipo Hevein . (Aspergillus niger'y
neta de +2 y 3 puentes disulfuro en ) .
Fusarium solani)
su estructura
Proteina de
Helianthus Ha-AP10 transferencia ~ Un péptido basico de 10 kDa que  Antifungico
a-
annuus de lipidos contiene 4 puentes disulfuro (Fusarium solani)
(LTP)
Proteina de .
. . L. Antifangico
Capsicum transferencia ~ Un péptido de 9 kDa con 4 )
Ca-LTP1 . o (Colletotrichum
annuum de lipidos a-hélices dentro de su estructura ) i
lindemunthianum)
(LTP)
El péptido consta de 2 enlaces
Passiflora . disulfuro en su secuencia formada  Antiftingico
: Pe-AFP1 2S albumin . o,
edulis por 2 residuos de cisteina (E oxysporum)
conservados
Malva Un péptido de 15 aminodcidos con  Antiftingico
. CW-1 2S albumin pep . & .
parviflora un peso molecular de 1,783 kDa (Fusarium graminearum)
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Clasificacion de PAMs

La gran diversidad de PAMs sintetizados o producidos de forma natural di-
ficulta su clasificacion. Por lo que se suelen clasificar segun: 1) la maquinaria
biosintética productora, 2) la fuente bioldgica que los produce, 3) su actividad
inhibitoria, 4) sus caracteristicas estructurales, 5) sus especies ricas en ami-
noacidos y segtin 6) sus objetivos moleculares (Fig. 9.1).

Actividad  Clasificacion

inhibitoria PAMs

Figura 9.1. Clasificacion de péptidos antimicrobianos.
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Clasificacién segun la maquinaria biosintética productora

La gran mayoria de los PAMs son codificados por genes y algunos otros son
sintetizados por sistemas enzimaticos multiples, por ejemplo, algunos PAMs
son liberados tras la proteolisis de la glicoproteina lactoferrina por medio de
diversas enzimas proteoliticas.

Clasificacidn segun la fuente de produccion

De acuerdo a lo reportado en la Base de Datos de Péptidos Antimicrobianos
(APD3) las fuentes de PAMs pueden ser divididas en mamiferos, plantas, an-
fibios, insectos y microorganismos.

En mamiferos, los PAMs se encuentran principalmente dentro de granulos
de los neutroéfilos y en las secreciones de las células epiteliales que cubren la
piel y las superficies mucosas. Generalmente, los PAMs se codifican en grupos
en el genoma y se expresan conjuntamente, lo que da como resultado que se
acumulen multiples péptidos en un solo sitio. Un buen niimero de PAMs se
producen como precursores inactivos que requieren escision proteolitica para
volverse activos por lo que su regulacion no solo depende de su propia expre-
sién, sino también de la abundancia de proteasas apropiadas. La mayoria de
PAMs de mamiferos se han reportado en humanos, ovejas, vacas y otros verte-
brados. Las defensinas y las catelicidinas son las principales familias de PAMs
en mamiferos. Las defensinas se pueden dividir en a-, - y 6-defensinas segtin
la posicion de los enlaces disulfuro. Los péptidos de defensa del huésped hu-
mano (PDH) pueden proteger a los humanos de infecciones microbianas, sin
embargo, la expresion o produccion de estos se realiza de forma diferencial de
acuerdo a la etapa del crecimiento humano. Por ejemplo, la catelicidina LL-37,
generalmente se detecta en la piel de los recién nacidos, mientras que la beta-
defensina 2 humana (hBD-2) generalmente se expresa en los ancianos. Los
PDH se pueden identificar en varias partes del cuerpo, como la piel, ojos, oi-
dos, boca, vias respiratorias, pulmones, intestino y la uretra. Destacar que los
PAMs encontrados en la leche materna humana también juegan un papel im-
portante en la lactancia porque pueden disminuir la morbilidad y mortalidad
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de los lactantes. Ademas de la actividad antimicrobiana, las PDH (catelicidi-
nas y defensinas), también afectan la regulacién inmunitaria, la apoptosis y la
cicatrizacion de heridas.

Se han reportado PAMs de plantas a partir de raices, semillas, flores, tallos y
hojas de una amplia variedad de especies. Dichos péptidos han demostrado
actividades contra fitopatégenos, asi como contra organismos patdgenos para
humanos, virus, bacterias, hongos, protozoos, parasitos y células neoplésicas.
El repertorio de PAMs sintetizados por las plantas es extremadamente grande
con cientos de péptidos diferentes en algunas especies de plantas. En este grupo
bioldgico la mayoria de los PAMs son ricos en cisteina (Cys), una caracteristi-
ca que permite la formacién de multiples enlaces disulfuro (generalmente de
dos a seis) que contribuyen a una estructura compacta y resistencia a la degra-
dacién quimica y proteolitica. Los PAMs se dividen en familias en funcién de
su similitud de secuencia, motivos Cys y patrones distintivos de enlaces disul-
furo que, a su vez, determinan el plegamiento de su estructura terciaria. Las
principales familias de PAMs comprenden defensinas, tioninas, proteinas de
transferencia de lipidos, ciclétidos, snakinas y proteinas tipo heveina, segtn la
homologia de secuencia de aminodacidos.

Las ranas son la principal fuente de PAMs de anfibios y la magainina es el
péptido mas famoso ya que las secreciones cutaneas de las ranas de los géneros
Xenopus, Silurana, Hymenochirus 'y Pseudhymenochirus de la familia Pipidae
son ricas en PAMs. Al igual que en los mamiferos, estos péptidos juegan un
papel importante en la proteccion de los anfibios de los patégenos que han
disminuido la poblacién mundial de anfibios.
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En insectos los PAMs se sintetizan principalmente en los cuerpos grasos y las
células sanguineas, esta caracteristica es una de las principales razones por
las que este grupo bioldgico tiene una gran adaptabilidad para sobrevivir. La
Cecropina es la familia mds importante de PAMs de insectos, y se puede en-
contrar en gusanos de seda, abejas, Drosophila, etc. La sintesis de PAMs varia
mucho entre las especies, por ejemplo, la mariquita (Harmonia axyridis) y la
mosca soldado (Hermetia illucens) tienen hasta 50 PAMs, mientras que el pul-
gon del guisante (Acyrthosiphon pisum) carece de estos péptidos. El péptido
jeleina derivado de la jalea real de abejas muestra efectos promisorios contra
bacterias y hongos y conjugado con acido laurico tiene el potencial de inhibir
al protozoario parasito Leishmania major.

Todos los organismos vivos sin excepcién producen PAMs, incluso los con-
siderados como patdgenos (bacterias y hongos). Los PAMs sintetizados por
bacterias se denominan bacteriocinas y son péptidos sintetizados riboso-
malmente de tamafio pequeno (30-60 aminoacidos), de naturaleza catidnica,
termo estables (100 °C por 10 min), activos y altamente especificos contra
bacterias muy relacionadas al organismo productor (espectro estrecho) o con-
tra bacterias de otro género (amplio espectro). Las bacterias productoras de
PAMs son inmunes a sus propias bacteriocinas, debido a la sintesis de protei-
nas de inmunidad especifica. El grupo de las bacterias acido lacticas (BAL) es
uno de los principales productores de bacteriocinas y de los mas estudiados
debido a que la mayoria de estas bacterias son aisladas de fuentes alimentarias,
por lo que se consideran como bacterias Generalmente Reconocidas como
Seguras (GRAS, Generally Recognized As Safe).
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Clasificacion segun su actividad inhibitoria

Los PAMs antivirales neutralizan los virus al integrarse a la envoltura viral o a
la membrana de la célula hospedera causando su inestabilidad, lo que propi-
cia que los virus no puedan infectar las células del huésped. También pueden
reducir la unién de virus a las células huésped. Por ejemplo, las defensinas
se unen a las glicoproteinas virales haciendo que los virus del herpes simple
(VHS) no puedan unirse a la superficie de las células del huésped. Ademas de
la interrupcion de las envolturas virales y el bloqueo de los receptores virales,
algunos PAMs pueden evitar que las particulas virales ingresen a las células
hospedadoras al ocupar receptores especificos en células de mamiferos.

Los péptidos antibacterianos son los PAMs mas estudiados hasta la fecha y la
mayoria de ellos son catidnicos, dirigiéndose a la membrana celular bacteriana
provocando la desintegracion de la estructura de la bicapa lipidica. La mayoria
de estos péptidos son anfipaticos con dominios hidrofilicos e hidrofébicos, lo
que les proporciona la capacidad de unirse a los componentes lipidicos (region
hidrofébica) y a los grupos de fosfolipidos (region hidroéfila). De forma inte-
resante, se ha demostrado que algunos PAMs a bajas concentraciones pueden
eliminar bacterias sin cambiar la integridad de las membranas, gracias a la
inhibicion de algunas vias importantes dentro de la célula como la replicacién
del DNA y la sintesis de proteinas. Por ejemplo, la buforina II puede difundirse
en las células y unirse al DNA o RNA sin dafiar la membrana celular.

Al igual que los PAMs antibacterianos, los péptidos antifungicos pueden ma-
tar hongos al dirigirse a la pared celular o a los componentes intracelulares.
Sin embargo, la membrana celular bacteriana y la pared celular de hongos tie-
nen diferentes contenidos. La quitina es uno de los principales componentes
de las paredes celulares de los hongos y algunos de los péptidos antiftingicos
son capaces de unirse a la quitina. Tal capacidad de unién ayuda a los PAMs a
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atacar las células fungicas de manera eficiente. Los PAMs dirigidos a la pared
celular matan a las células diana debido a una alteracion de la integridad de
las membranas fungicas, al aumento de la permeabilizacion de la membrana
plasmatica o a la formacion de poros directamente. Aunque la mayoria de los
PAMs antifiingicos contienen aminodacidos polares y neutros en sus estructu-
ras, no parece haber una correlacion clara entre la estructura del PAM y el tipo
de células a eliminar.

Los PAMs antiparasitarios son un grupo mds pequefio en comparacién con
las otras tres clases de PAMs. Aunque algunos microorganismos pardsitos son
multicelulares, el modo de accién de los péptidos antiparasitarios es el mismo
que el de otros PAMs, ya que matan a las células al interactuar directamente
con la membrana celular. Ejemplos de este tipo de péptidos es la magainina,
que puede matar a Paramecium caudatum, la catelicidina capaz de matar a
Caernohabditis elegans formando poros en la membrana celular, la cecropina
sintética eficaz contra el parasito Leishmania.

Clasificacidn segun la estructura tridimensional

Con base en este criterio los PAMs se clasifican en 4 familias: a, B, aff y no aff
(Figura 9.2 a-d) de acuerdo a los tipos de estructuras tridimensionales que
presentan. La familia a consiste de PAMs con estructuras helicoidales (por
ejemplo, magaininas y LL-37). La familia p esta compuesta por PAMs con es-
tructuras de cadenas  (por ejemplo, alfa defensinas humanas). Por su parte
la familia aff comprende las estructuras tridimensionales antes mencionadas
(helicoidales y B plegadas), unos ejemplos de esta familia son las beta defen-
sinas. La familia no af (no alfa beta) no contiene cadenas helicoidales ni beta
(por ejemplo, la indolicidina).
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Figura 9.2. Estructuras tridimensionales de PAMs representativos de cada familia.

a) Familia a. Magainina 2 de la rana Xenopus laevis (Acceso PDB: 2MAG). b) Familia f.
Lactoferricina B del bovino Bos taurus (Acceso PDB: 1LFC). c¢) Familia af. Defensina vegetal
Psd1 de Pisum sativum (Acceso PDB: 1JKZ). d) Familia no af. Indolicidina bovina de Bos
taurus (Acceso PDB: 1G89).
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Clasificacion segun sus objetivos moleculares

Los PAMs pueden clasificarse ampliamente en dos familias: péptidos cuyo ob-
jetivo es la superficie celular (por ejemplo, nisinas y temporinas) y péptidos
con objetivos intracelulares (como péptidos ricos en Prolina). Los péptidos
dirigidos a la superficie celular incluyen tanto péptidos dirigidos a membrana
como no dirigidos a membrana y pueden incluso subdividirse mds segtn los
objetivos especificos como pared celular/ carbohidratos, lipidos / membranas
y proteinas / receptores. Del mismo modo, los PAMs con objetivos intrace-
lulares pueden clasificarse adicionalmente con base a las moléculas diana
especificas, por ejemplo, proteinas, DNA y RNA.

Mecanismos de accion de PAMs

La capacidad de los PAMs para eliminar bacterias generalmente depende de
su capacidad para interactuar con las membranas bacterianas o las paredes ce-
lulares. Generalmente, los PAMs muestran una carga neta positiva y una alta
proporcion de aminodacidos hidrofébicos, lo que les permite unirse selectiva-
mente a las membranas bacterianas cargadas negativamente. La union de los
PAMs a la membrana bacteriana conduce a una alteracién no enzimatica. La
selectividad para especies especificas se debe a diferencias en la composicion
de la membrana de diferentes microbios y tipos de células.

PAMs dirigidos a membrana celular
Los mecanismos dirigidos a la membrana se pueden describir a través de los

modelos de poste y alfombra, y el modelo de poste se puede dividir en mode-
los de poro toroidal y de duela de barril (Fig. 9.3).

El modelo de poro toroidal también se conoce como modelo de agujero de
gusano. En este modelo, los PAMs incrustados verticalmente en la membrana
celular se acumulan y luego se doblan para formar un agujero anular con un
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didmetro de 1 a 2 nm. Los ejemplos tipicos de este modelo son magainin 2,
lacticin Q y arenicin.

Modelo de duela de barril

Los péptidos antimicrobianos se agregan entre si, penetran la bicapa de la
membrana celular en forma de multimeros y forman canales que dan como
resultado el flujo de salida citoplasmico. En casos severos, los PAMs pueden
inducir el colapso de la membrana celular y provocar la muerte celular.

Modelo tipo alfombra

Los PAMs se disponen paralelos a la membrana celular. Su extremo hidrofilico
se perfila hacia la solucién y su extremo hidrofdbico hacia la bicapa de fosfo-
lipidos. Los PAMs cubren la superficie de la membrana de manera similar a
una alfombra y destruyen la membrana celular de una manera similar a un
“detergente”. Sin embargo, este mecanismo de formacion de poros requiere un
cierto umbral de concentracion y la concentracion requerida de PAM es alta.

Modelo Alfombra H“C \demembrana Modelo Duela de barril

Cc

Tipo “Detergente”

Modelo Poro Toroidal

Figura 9.3. Modelos de mecanismos de accién para la actividad de PAMs a nivel extracelular.
(A) Modelo de alfombra; (B) Modelo de duela de barril y (C) Modelo de poro toroidal.
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Mecanismo de direccionamiento sin membrana

La forma en que los PAMs ingresan a las células es por penetracién directa o
endocitosis. Después de ingresar al citoplasma, los PAMs identificaran y ac-
tuaran sobre el objetivo. Segun el objetivo, los PAMs se pueden dividir en las
siguientes categorias.

Los PAMs afectan la transcripcion, traduccion y ensamblaje en péptidos fun-
cionales a través del plegamiento de chaperonas moleculares al interferir con
enzimas relacionadas y moléculas efectoras. Por ejemplo, Bac7 1-35 se dirige
a los ribosomas para inhibir la traduccion de proteinas, mientras que TurlA
inhibe la sintesis de proteinas en E. coli y Thermus thermophilus al inhibir la
transicion de la fase inicial a la fase de extension.

Los PAMs pueden afectar enzimas clave o inducir la degradacién de moléculas
que participan en la biosintesis de los acidos nucleicos. La indolicidina, un PAM
catioénico rico en triptofano (Trp) con 13 aminodcidos, se dirige especificamente
al sitio basico del DNA, sitio importante de entrecruzamiento del DNA de una o
dos cadenas y también puede inhibir la topoisomerasa I del DNA.

Muchos PAMs pueden inhibir varias actividades metabdlicas al inhibir la ac-
tividad de proteasas. Un ejemplo es la histatina 5 que tiene un fuerte efecto
inhibidor sobre las proteasas secretadas por el huésped y las bacterias. Los
PAMs eNAP-2 e indolicidina inhiben las serin proteasas microbianas, la elas-
tasa y la quimotripsina. La catelicidina-BF es un péptido aislado del veneno
de Bungarus fasciatus que puede inhibir eficazmente la agregacion plaquetaria
inducida por trombina y bloquear atin mas el receptor 4 activado por proteasas.

233



ALGUNAS APLICACIONES BIOTECNOLOGICAS EN PLANTAS Y MICROALGAS

Algunos PAMs impiden la division celular al inhibir la replicacién del DNA
y la respuesta al dafio del DNA (respuesta SOS), ya sea bloqueando el ciclo
celular o provocando la falla de la separacién cromosémica. Por ejemplo, el
péptido APP es un PAM con 20 residuos de aminoacidos, que puede eliminar
de manera eficiente a Candida albicans debido a su eficiencia de penetracion
celular, fuerte afinidad de unién al DNA y capacidad para inducir la detencion
de la fase "S” en el entorno intracelular. Por otra parte, el péptido MciZ, con-
tiene 40 residuos y es un inhibidor eficaz de la division celular bacteriana, la
formacion del anillo Z y la localizacion.

Tecnologia del DNA recombinante para la produccion de PAMs

Como se menciond, los PAMs son antibidticos peptidicos enddgenos que
forman parte importante del sistema inmunitario innato de los seres vivos, y
tienen dos propiedades atractivas. La primera es que poseen una amplia gama
de actividades antimicrobianas, y la segunda, es que se dirigen principalmente
a las membranas microbianas, lo que impide la capacidad de los microbios
para desarrollar resistencia contra ellas. Estas dos propiedades las posiciona
como candidatos prometedores para nuevos antibidticos. Sin embargo, se de-
ben abordar una serie de cuestiones fundamentales, como los mecanismos, la
eficacia y la seguridad, antes de que los péptidos puedan pasar a una etapa de
ensayos clinicos. Responder a estas preguntas requiere rigurosos estudios fun-
cionales y estructurales, cuyo éxito depende en gran parte de la disponibilidad
de péptidos puros. No obstante, el aislamiento a partir de fuentes naturales es
un proceso laborioso y lento, y por lo tanto no proporciona un método eficaz
para obtener péptidos en grandes cantidades. La sintesis quimica, aunque muy
eficiente, es un proceso complejo y costoso. Por lo tanto, tampoco es una via
ideal para la produccién de péptidos a gran escala.

Afortunadamente, la tecnologia del DNA recombinante proporciona un
medio econdémico para la produccién de proteinas, péptidos o enzimas. En
comparacion con la sintesis quimica, la expresion recombinante es escalable,
barata y puede producir PAMs mas grandes que contienen mas de 30 aminod-
cidos. Esta tecnologia muestra ventajas no solo en cuanto a tiempo reducido y
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protocolos bien establecidos, sino también costos de produccién reducidos y
facil ampliacion. Los genes que expresan la proteina/péptido diana se clonan
en vectores especificos para su produccion en sistemas de expresion en células
huésped. Las bacterias y las levaduras son los sistemas huésped mas utiliza-
dos para la expresion de productos recombinantes. También en el caso de los
PAMs, se ha informado que estos dos huéspedes de expresion producen mas
del 95 % de los PAMs expresados heterélogamente. A continuacion, se men-
cionan algunos de estos huéspedes utilizados para la produccién de PAMs por
via recombinante.

Sistemas de expresion procariota (Escherichia coli)

E. coli es el huésped mas utilizado para la producciéon de PAMs, particular-
mente la cepa E. coli BL2] (DE3), ha sido la mas utilizada. La eleccién de E.
coli como hospedero ideal se atribuye a su rdpida tasa de crecimiento, a la ob-
tencion de mayores rendimientos, a la existencia de protocolos de expresion
bien establecidos, a la gran disponibilidad comercial de vectores de expresion
y a su rentabilidad. Otros sistemas bacterianos como Bacillus subtilis también
se han utilizado como huéspedes para la expresiéon de PAMs, pero no en la
misma medida que E. coli. A pesar de que esta bacteria es la mas utilizada
como plataforma procariota tiene algunas complicaciones en la produccién
de PAMs, como lo es que la expresion de la proteina sea de potencial letalidad
hacia la propia bacteria productora. Aunado a lo anterior, la gran mayoria
de los PAMs tienen una carga cationica y, por lo tanto, son susceptibles a la
degradacion por proteasas endogenas. Una estrategia que supera con eficacia
ambos obstaculos es fusionar el péptido de interés con una proteina transpor-
tadora o proteina de fusion. Las proteinas fusionadas pueden enmascarar la
actividad de los PAMs y, por lo tanto, reducir su toxicidad hacia el huésped y
la proteccion de los PAMs de la posible escision proteolitica. Estas proteinas
de fusion también aumentan la solubilidad de los PAMs expresados y facilitan
su recuperacion y aislamiento. Sin embargo, esta estrategia conduce a niveles
bajos de expresion de proteinas, del orden de 10 a 30 mg/L" (proteinas de fu-
sién) y de 1 a5 mg/L* (péptidos). Las proteinas de fusiéon mds comunes que se
han utilizado para expresar y purificar PAMs incluyen tiorredoxina, pequefo
modificador similar a la ubiquitina (SUMO), glutatién S-transferasa (GST),
una proteina transportadora de carboxilo de biotina (BCCP), proteina fluo-
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rescente verde (GFP), etc. Una vez producido el PAM de interés fusionado a la
proteina transportadora el péptido diana puede liberarse de la fusion en una
etapa posterior mediante escisién enzimatica o quimica en el sitio correspon-
diente alrededor de la unién del péptido portador.

Sistemas de expresion eucariota

Una alternativa viable al uso de células bacterianas como huéspedes para la
expresion heterologa de PAMs es el uso de levaduras para producir estos agen-
tes, ya que estos organismos tienen la ventaja de ser resistentes a la destruccion
mediada por PAMs. Las levaduras, células fungicas eucaridticas y unicelula-
res, también se utilizan para la produccion de proteinas recombinantes que no
son bien plegadas en E. coli debido a problemas de plegamiento o a modifi-
caciones postraduccionales que E. coli es incapaz de realizar. Particularmente
la especie Pichia pastoris, puede secretar los péptidos al medio de manera efi-
ciente para aumentar los titulos de proteina y eliminar posteriores procesos de
purificacién. Esta levadura tiene ventajas sobre los procariotas tradicionales y
sistemas de expresion de mamiferos, dichas ventajas son: limita la secrecion de
proteinas de la célula huésped pero es capaz de secretar grandes cantidades de
proteinas recombinantes heterélogas, lo que reduce significativamente la car-
ga de la purificacion posterior; su tasa de crecimiento es mas rapida que la de
los huéspedes mamiferos, como las células de ovario de hamster chino (CHO)
y las células de rifién embrionario humano 293 (HEK 293); puede crecer fa-
cilmente en medios econdmicos; posee un promotor inducible endégeno de
alcohol oxidasa 1 (AOX1); produce cultivos libres de endotoxinas y virus por
lo que se considera no toxigénico y no patégeno, por lo que Administracion
de Drogas y Alimentos (FDA) ha aprobado varios productos preparados con
ayuda de este organismo, y estos productos son generalmente aceptados como
sustancias seguras (GRAS).
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La expresion recombinante de PAMs en bacterias y levaduras se asocia con
limitaciones como la potencial inhibicion del crecimiento o muerte mediada
por PAMs en el huésped, la inestabilidad del péptido, pero sobre todo por la
incapacidad de llevar a cabo las modificaciones postraduccionales correctas.
Si bien el uso de proteinas de fusion, como se mencioné anteriormente, hasta
cierto punto resuelven las limitaciones, no garantizan la correcta sintesis de las
proteinas recombinantes producidas. Por su parte, las plataformas de expre-
sién como las plantas también se han utilizado para la produccién de PAMs
en las ultimas décadas.

La expresién de PAMs en plantas tiene una doble intencién, por una
parte, su actividad antimicrobiana ayuda en la proteccion de las plantas vy, al
mismo tiempo, satisface la demanda de nuevos agentes antimicrobianos en la
industria biofarmacéutica. El proceso de utilizar plantas y cultivos de células
vegetales como una plataforma de produccion eficaz para proteinas recom-
binantes con importancia industrial o farmacéutica se denomina agricultura
molecular. Los avances en ingenieria genética han permitido la creacion de
plantas transgénicas con la ayuda de diferentes técnicas de transformacion
como el bombardeo con micro proyectiles o biobalistica, la transformacién
mediada por Agrobacterium, la transformaciéon mediada con polietilenglicol
etc. Se prefiere el uso de plantas superiores debido a los menores costos de
produccién involucrados; el facil manejo y el potencial escalamiento; mayor
seguridad en comparacién con células bacterianas o de mamiferos, ya que
el riesgo de contaminacién durante los procesos de fabricacién es bajo y no
presentan amenazas graves para la bioseguridad; y una mayor estabilidad en
comparacién con los animales transgénicos. Ademas, las plantas superiores
generalmente sintetizan proteinas con plegamiento correcto y modificaciones
postraduccionales precisas, lo que conduce a productos bioldgicamente ac-
tivos. Ademas, las nuevas proteinas recombinantes se acumulan facilmente
en los organelos de las células vegetales como el reticulo endopldsmico, las
vacuolas y los plastidios protegidos de la actividad de las proteasas. El taba-
co (Nicotiana sp.) es una de las plataformas de produccidon basadas en hojas
mds exploradas para la expresion de proteinas recombinantes. Una ventaja
importante del uso del tabaco como sistema de produccion de plantas es el
alto volumen de biomasa que se puede producir con solo unos pocos pasos
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de procesamiento. También se dice que este sistema de expresion es muy sus-
ceptible a la manipulacién genética, junto con protocolos de transformacion y
regeneracion bien establecidos. También se han identificado otros sistemas de
expresion entre vegetales (papa, tomate), frutas (citricos, platano) y cereales
(arroz, trigo). Se han reportado la produccién via recombinante de numerosos
PAMs en diversas plantas (Tabla 9.2).

Tabla 9.2. Algunos péptidos antimicrobianos producidos por via recombinante en plantas

Péptido
antimicrobiano

Planta huésped

Expresion
Estable o
transitoria

Organelo
transformado

Nivel de expresion

Aplicaciéon

MSI-99
(Magainina)

Estable

Cloroplasto

No definido

Mayor resistencia a bacterias
fitopatogenas (Pseudomonas
syringae) y hongos (Aspergillus
flavus; Fusarium moniliforme;
Verticillium dahlia)

MsrA2
(Dermaseptina)

Tabaco
(Nicotiana

Estable

Nucleo

6-7 ug/g PF

Resistencia a hongos
fitopatogenos (Fusarium solani;
E oxysporum; Alternaria
alternata; Botrytis cinerea;
Esclerotinia sclerotiorum),
oomicetos (Pythium
aphanidermatum) y bacterias
(Pectobacterium carotovorum)

tabacum)
Retrociclina-101
(Defensina)

Estable

Cloroplasto

32-38%
Proteina total soluble

Controlar infecciones virales
(virus del mosaico del tabaco)
y bacterianas (Erwinia
carotovora)

Protegrina-1
(Cathelicidina)

Estable

Cloroplasto

17-26%
Proteina total soluble

Controlar infecciones
bacterianas (Erwinia
carotovora)

Lactoferricin B
(Lactoferrin)

Estable

Nucleo

No definido

Mayor tolerancia a
enfermedades bacterianas
patogenas (Pseudomonas
syringae pv. tabaci) y fingicas
(Botrytis cinerea)
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Estable o
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Organelo
transformado

Nivel de expresion

Aplicacion

Actividad antimicrobiana
(P. syringae pv. Syringae;

SP1-1
Transitoria  Nucleo 0.025 mg/g PF P. syringae pv. Tomate; P.
(disenio de novo) &8 yringae p .
corrugate; Pectobacterium
carotovorum ssp. carotovorum)
Tabaco L Control efectivo y amplio de
(Nicoti. Colicinas 5 de Escherichi
icotiana cepas patdgenas de Escherichia
R Recombinantes Transitoria  Nucleo 0.6-3 mg/g PF p P g K
benthamiana) . coli transmitidas por los
(Colicina) .
alimentos
Amplio espectro de
PaeM4 actividad antimicrobiana
. Transitoria  Nucleo 800 pg/g PF v . .
(Pyocin) frente a aislados clinicos de
Pseudomonas aeruginosa
Resistencia amplia y mejorada
a hongos fitopatdgenos
MsrA2 ’ virulentos (Altemfzriu,
D tina) Estable Ncleo 1-5 ug/g PF Cercospora, Fusarium,
ermaseptina
Papa P Phytophthora, Pythium,
(Solanum Rhizoctonia; Verticillium sp.) y
tuberosum) bacterias (Erwinia carotovora)
pro-SmAMP2 Proteccién de cultivos de papa
(Péptido tipo Estable Ncleo No definido resistente a Alternaria sp.y
Heveina) Fusarium sp.
Thiz.1 Proteccién de cultivos (F.
i2.
. Estable Nucleo No definido oxysporum f. sp. lycopersici; R.
(Thionina)
solanacearum cepa Pss4)
Proteccién vegetal contra
CecB , patogenos bacterianos
. Estable Nucleo 0.001 ug/mg PF .
(Cecropin) (Ralstonia solanacearum;
Tomate Xanthomonas campestris)
(Lycopersicon . Mayor resistencia a Clavibacter
Snakin-2 , . o X
esculentum) . Estable Ntcleo No definido michiganensis subsp.
(Snakin) s .
michiganensis
Actividad antibacteriana
mejorada (Pectobacterium
LL-37 ] 16.8-58.2 pg/mL
o Estable Nucleo i carotovorum ssp. Carotovorum
(Cathelicidina) Proteina total soluble

(Pcc); Xanthomonas campestris
pv. Vesicatoria (Xcv)
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Péptid Expresion o "
éptido rganelo
Planta huésped P : . Estable o 8 Nivel de expresion Aplicaciéon
antimicrobiano . transformado
transitoria
Mj-AMPZ Estable Nidleo 0.32-0.38% Proteina 1\/,Iayc.)r resistencia al patégeno
(Knottina) total fangico (Magnaporthe oryzae)
, Mayor resistencia a patégenos
Dm-AMP1 , 0.43-0.57% Proteina
. Estable Ncleo (Magnaporthe oryzae;
(Defensina) total soluble X . .
Rhizoctonia solani)
Aditivo funcional para
rLF 0,1% peso de salvado
Arroz . Estable Nucleo °p lechones destetados
. (Lactoferrina) de arroz
(Oryza sativa) prematuramente
Mayor resistencia a patégenos
Rs-AFP2 ) 0.45-0.53% Proteina ., Yo resistencia a patog
. Estable Ntcleo fungicos (Magnaporthe oryzae;
(Defensina) total soluble . . .
Rhizoctonia solani)
Lactostatina Farmaco anti
(Péptido Estable Nucleo 2 mg/g semillaseca  hipercolesterolémico para uso
anionico) clinico potencial
Lechuga ChIFN-alpha . , A‘ctividad antiviralic.ontra. el
Transitoria ~ Ncleo 0.393 ug/kg PF virus de la estomatitis vesicular

(Lactuca sativa)  (interferén-a) (VSV)

Resistencia efectiva contra

Canol PmAMP1 patégenos fungicos (Alternaria
anola
(Brassi ) (Proteinaricaen  Estable Nicleo No definido brassicae; Leptosphaeria
rassica napus
P cisteina) maculans; Sclerotinia
sclerotiorum)
Tri Actividad antiftingica in vitro
rigo . .
SN-1 t hy
(Triticum . Estable Nucleo No definido ymayor resistencia a orllgf)s
tivium) (Snakina) (Gaeumannomyces graminis
aestivum
var. tritici)
Resistencia adquirida a
patégenos bacterianos
Arabidopsis Thanatina (S) (Pseudomonas syringae pv.
(Arabidopsis (thanatin Estable Ncleo No definido tomate) y patégenos fingicos
thaliana) sintética) (Botrytis cinerea; oidio)
Actividad antibacteriana y
antifingica in vitro
Fruta citri D2A21 Reduccion del desarrollo de la
ruta citrica
enfermedad del cancro causada
(Carrizo (Péptido Estable Nucleo No definido ) u
itrange) sintético) por la bacteria (Xanthomonas
ci

citri)
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Algunas estrategias para la prediccion,
disefio y produccion de PAMs

Analisis bioinformatico. ; Como buscar PAMs candidatos?

Una estrategia para la identificacién de PAMs dentro de secuencias pro-
teicas previamente reportadas es mediante herramientas bioinformaticas.
Generalmente estas predicciones bioinformaticas o in silico toman en cuenta
parametros como la similitud con otros péptidos previamente identificados,
reportados y almacenados en bases de datos.

En el Laboratorio de Biologia Molecular de Plantas (LBMP) de la Uni-
versidad Autonoma de Aguascalientes se ha trabajado con la identificacion in
silico de varios péptidos con probable actividad antimicrobiana, las plataformas
bioinformaticas resultan relevantes para la identificacion de PAMs, ademas de
considerarse como punto de partida para la modificacién o disefio de genes
sintéticos con actividad contra un amplio nimero de microorganismos.

Un ejemplo es la proteina de la subunidad alfa del complejo asociado al
polipéptido naciente (aNAC) de Sorghum bicolor que tiene multiples funcio-
nes entre las que destaca la de proteger a los polipéptidos recién sintetizados y
trasladarlos al reticulo endoplasmico y mitocondrias, ademas de actuar como
proteinas chaperonas.

Para la identificacion in silico de PAMs en aNAC se utilizo la plataforma
del Sistema de escaneo de secuencias antimicrobianas o AmpA por sus siglas
en inglés (http://tcoffee.crg.cat/apps/ampa/do) y la plataforma Anti Bacterial
Peptides Server (AntiBP) (http://crdd.osdd.net/raghava/antibp/). Se identifi-
caron dos probables péptidos con acciéon antimicrobiana, no obstante, para
corroborar esta actividad se analizaron en otras plataformas, en la Database
of antimicrobial activity and structure of peptides (DBAASP) (https://dbaasp.
org/prediction), en la Antimicrobial Peptide Scanner vr.2, y en la Collection of
Anti-microbial Peptides (CAMPr3) (camp.bicnirrh.res.in).

Para determinar el grado presuntivo de actividad antimicrobiana se utili-
za el modelo de arbol de decision creado a partir del algoritmo j48 que se basa
en propiedades fisicoquimicas descritas en otros péptidos antimicrobianos
disponibles en bases de datos como Antimicrobial Peptide Database (APD).
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Las predicciones de la actividad antimicrobiana de los dos péptidos fue-
ron estimadas en la plataforma Database of antimicrobial activity and structure
of peptides (DBAASP).

Los dos péptidos con presunta actividad antimicrobiana se muestran
en la Figura 9.4; donde se muestra la secuencia de aminodcidos de aNAC y
en color gris obscuro y gris claro sefialados los PAMs. El péptido KSRKA-
MLKLGMKEP tiene una mayor probabilidad de ser funcional (Tabla 9.3), todo
esto con base en la prediccion de las plataformas las cuales basan su decision
en similitudes con otros PAMs. En alineamientos realizados en la plataforma
APD3, dio como resultado que este péptido presenta una similitud del 43.75%
con un péptido sintético denominado DP1, el cual se le ha atribuido actividad
anticancerigena y con un péptido denominado Histone H6 - like protein el
cual se le atribuye actividad contra bacterias Gram + y Gram -.

Por otra parte, resultan de gran la utilidad las plataformas predictivas de la
capacidad antimicrobiana de péptidos, como la DBAASP, ya que segun el ana-
lisis realizado en esta plataforma el péptido KSRKAMLKLGMKRP es funcional
para inhibir el crecimiento de Bacillus subtillis y la lisis de eritrocitos humanos,
mientras que SRVTVKKSKNMLEFVT tiene actividad antibacteriana contra Es-
cherichia coli, Pseudomonas aeruginosa 'y Klebsiella pneumoniae (Tabla 9.4).

>XP_002445811.1 nascent polypeptide-associated complex subunit alpha-like protein 1
[Sorghum bicolor]
MTAQAAEELAAQIEQQKLEEQKTEAEEVVVEDEDDDDEDDDDDDKDDDELDGHEGD
ASGKSKQSRSEKKSRKAMEKEGNER TGVSRVTVKKSKNMLFVISKPDVFKSPNSDTY
VIFGEAKIEDLSSQLQTQAAEQFKAPDLSQMISKPETSGLGQEDNEEEVDETGVEAKDI
ELVMTQATVSRAKAVKALKASNGDIVTAIMELTN

Figura 9.4. Secuencia proteica en formato FASTA de aNAC de S. bicolor donde se resaltan los

dos péptidos con potencial actividad antimicrobiana
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Tabla 9.3. Prediccion in silico de actividad antimicrobiana de los péptidos identificados en
aNAC de Sorghum bicolor

CAMPr3 AntiBP Antimicrobial
Péptido 10):7.V. > - . s Server Peptide
SVM? RFC®* ANN* DAC TG xTed
KSRKAMLKLGMKP Si Si Si Si No Si No
SRVTVKKSKNMLFVI Si No No No No Si No

! Database of antimicrobial activity and structure of peptides

* Algoritmo maquinas de vectores de soporte (support vector machine)
? Algoritmo de bosques aleatorios (random forest)

* Algoritmo red neuronal artificial (artificial neuronal network)

* Algoritmo de anilisis discriminatorio (discriminant analysis)
Propiedades fisicoquimicas

Los parametros fisicoquimicos de los péptidos identificados se calculan en
plataformas como The Antimicrobial Peptide Database (http://aps.unmc.edu/
AP/main.php) y ProtParam de ExPASy (https://web.expasy.org/protparam/).
El grado de actividad se basa en las propiedades fisicoquimicas del pép-
tido ya que a partir de ellas se puede predecir el modo de interaccion con el
microorganismo. De acuerdo a los resultados de la tabla 9.5, se puede concluir
que ambos péptidos identificados en la proteina aNAC son de naturaleza catio-
nica. Generalmente todos los PAMs tienden a la carga positiva para la facilidad
de interaccion con los componentes negativos (fosfolipidos) de la membrana
plasmatica, el valor de la carga generalmente tiende a tener un valor de entre
2-9 aun pH de 7 por lo que se podria afirmar que el grado de cationicidad del
péptido esta estrechamente relacionado con la actividad antimicrobiana. El por-
centaje de residuos hidrofébicos en un péptido con actividad antimicrobiana se
ha reportado que debe de ser mayor o igual al 30%, ambos cumplen con esta ca-
racteristica. Otro pardmetro relevante es su peso molecular, se ha reportado que
este tipo de péptidos se caracterizan por tener poca longitud y por lo tanto bajo
peso molecular (menor a 10 kDa), sin embargo, la prediccion del peso molecular
de los péptidos predichos es mayor a los 10 kDa. En cuanto al punto isoeléctrico
(pI), se define como el pH en el que la proteina/péptido tiene una carga neta cero
y su valor es fundamental para la prediccion de la solubilidad del péptido, entre

243



ALGUNAS APLICACIONES BIOTECNOLOGICAS EN PLANTAS Y MICROALGAS

mas parecido sea la pI del péptido al pH del solvente aumenta la tendencia a pre-
cipitarse y por lo tanto a la pérdida de su actividad bioldgica, los pI reportados
para los péptidos con este tipo de actividad tiende a ser cercanos a 10, ambos
péptidos identificados se acercan a este valor. El indice de Boman predice la
facilidad de union del péptido a la membrana o a otras proteinas, un valor alto
indica la probabilidad de que el péptido sea multifuncional, que puede ejercer
una amplia variedad de funciones dentro de la célula e interactuar con muchas
proteinas. En cuanto al coeficiente de particion (log P) es un indicador de hi-
drofobicidad, altos niveles de este parametro indican baja solubilidad, en ambos
péptidos tenemos presente valores negativos que indican una buena solubilidad.
Con base en todos estos parametros, se generaron algoritmos para predecir el
grado de actividad antimicrobiana, por lo que el péptido KSRKAMLKLGMKP
podria tener una actividad media, mientras que el péptido SRVTVKKSKNML-
FVI no tendria actividad antimicrobiana.

La estructura tridimensional de los péptidos se obtuvo en la plataforma PEP-
FOLD 3 (https://bioserv.rpbs.univ-paris-diderot.fr/services/ PEP-FOLD3/).
Los péptidos con actividad antimicrobiana generalmente se clasifican en
cuatro grupos de acuerdo con su estructura secundaria: a, B, af, y ni-ap. De
acuerdo con el modelado tridimensional obtenido (Figura 9.5), el péptido de
secuencia KSRKAMLKLGMKRP tiene una estructura terciaria de a-hélice, la
cual es una estructura comun dentro de los PAMs, mientras que el péptido de
secuencia SRVTVKKSKNMLEFVT entraria dentro de la familia f de los PAMs.

A B

& |
-

N

Figura 9.5. Modelado tridimensional de los péptidos con presunta actividad antimicrobiana
identificados en la proteina aNAC en S. bicolor. A. Péptido 1: KSRKAMLKLGMKP. B. Pépti-
do 2: SRVTVKKSKNMLFVI.
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Las plataformas bioinformaticas resultan relevantes para la identificaciéon
de PAMs, ademas de considerarse como punto de partida para la modifica-
cion o disefio de genes sintéticos con actividad contra un amplio nimero de
microorganismos.

Tabla 9.4. Prediccion in silico de actividad de los péptidos
contra diversos microorganismos y células humanas

Proteina SbaNAC
Péptido KSRKAMLKLGMKP SRVTVKKSKNMLFVI

Eritrocitos humanos + -

Escherichia coli -

Pseudomonas aeruginosa -

+ |+ [+

Klebsiella pneumoniae -

Staphylococcus aureus - -

Bacillus subtillis + -

Candida albicans - -

Sacharomyces cerevisae - -

+ péptido con actividad antimicrobiana
- péptido sin actividad antimicrobiana
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Tabla 9.5. Prediccion de la actividad antimicrobiana de los péptidos identificados en aNAC
de Sorghum bicolor a partir de sus caracteristicas fisicoquimicas.

Proteina SbaNAC

Péptido SRVTVKKSKNMLFVI ~ KSRKAMLKLGMKP

Formula Molecular C79H141N21020S1 C65H122N20015S2

Peso Mol (Kda) 17.5 14.87

Hidrogeno 141 122

Oxigeno 20 15

LogP -4.0 -5.1

pI 11.26 11.33

CARGA +4 +5

Res. Hidrofébicos 46 38

IB (kcal/mol) 1.35 1.78

Energia Drending (kj/mol) 941.93 809.59

ASA_p 419.45 434.87
PA Sin Actividad Actvidad Media

Log P: coeficiente de particion

plI: punto Isoeléctrico

IB: Indice Boman

ASA_P: drea de superficie accesible al péptido
PA: Probable actividad

Protocolos

Protocolo 1. Disefio y produccién de PAMs en E. coli;
union de amplicones a partir de PCR

De forma rutinaria se suelen disefiar oligonucleétidos que contengan sitios
de restriccion para amplificar fragmentos de DNA por PCR, posteriormente
tanto el vector de destino como el amplicdn obtenido se tratan con la enzima
o enzimas de restriccién para crear sitios complementarios homologos que
puedan ligarse facilmente y obtener una “construcciéon”, conformada por el
plasmido o vector y el amplicon de interés.
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A. Diseno de oligonucledtidos que incluyen sitios de restriccion.

En el Laboratorio de Biologia Molecular de Plantas (LBMP) de la Universidad
Auténoma de Aguascalientes se han disefiado oligonucleétidos a partir de la
secuencia de la planta Moringa oleifera para la amplificacion de 2 fragmentos
que contenian PAMs de interés, como son el péptido FLO (actividad antibac-
teriana) y el péptido Mo-CBP, (actividad antiftiingica). A los oligonucleétidos
disenados se les adicion¢ la secuencia correspondiente a sitios de restriccion
Ncol y HindlII para el caso del amplicon Mo-CBP, mientras que para FLO se
anadieron los sitios HindIII y Spel (Tabla 9.6) con la finalidad de realizar un
empalme de ambos fragmentos por complementariedad de secuencias. Cada
uno de los amplicones fueron clonados en el vector pPGEM-T* Easy (Promega,
Fitchburg, WI) obteniendo las construcciones Mo-CBP,/pGEM y FLO/pGEM.

Tabla 9.6. Oligonucledtidos diseiados para amplificacion de Mo-CBP3 y FLO.

: Fuente ¥ ' - Longitud
Especie Oligonucledtidos disefiados g
proteina Amplicén
Neol
e 5 CCATGGCAGCGCTTCATCCGACGACAG 3
SasEas : 289 pb RPAIQRCCQULRNIOPRCR Gifoni o al., 2012
e § AAGCTTAGCTCATTGGCCGCAGGTTG ¥
Hinchll
M. oleifera
Hinll
- 5 AAGCTTTGCAGAAGCACCAACANTGEG 37 QGPGROPOFORCGOOLANISPE | Gassenschmidt ef al,
R 210 pb QRCPSLROAVOLTHQQQGQVG | 1995, Suarez ef al.,
ek 5 ACTAGTACAAGCACCCATGATTTTGGTAY POOVROMYRVASNIPST 2003
Spel

B. Empalme de amplicones

Para lograr el empalme de ambos amplicones primero se liber¢ el fragmento
FLO por medio de los sitios de restriccion HindIII (adicionado a los primers)
y Sacll (sitio del vector pGEM-T* Easy), a su vez la construccion Mo-CBP,/
pGEM fue linealizada con HindlIIl, ambos fragmentos fueron purificados
utilizando el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System, para luego ser
ligados mediante la secuencia del sitio HindIII por complementariedad (Fig.
9.6). Para verificar tanto el empalme como el marco de lectura abierta (Open
Reading Frame, ORF) se extrajo el DNA plasmidico de las clonas putativas y
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fue secuenciado. Una vez corroborado el correcto empalme de ambos ampli-
cones se liberd este fragmento para ser ligado al vector de expresion pET32.

pGEM T-Easy (3015 pb)
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Figura 9.6. Estrategia para el empalme de amplicones de péptidos antimicrobianos
en M. oleifera
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C. Pruebas de induccién de la proteina recombinante

Con esta nueva construccion Mo-CBP,-FLO/pET32 se transformé la cepa
E. coli BL21 y se hizo crecer en medio LB liquido adicionado con ampicili-
na (100 mg/L) y se incubaron a 37 °C hasta alcanzar una OD600 de 0.7. Se
realizaron varias réplicas del cultivo para adicionar a cada uno isopropil-pB-D-
1-tiogalactopiranosido o IPTG a concentraciones finales de 0, 0.1, 0.5y 1 mM
ademas, se colectaron muestras a las 2, 4, 6 y 12 horas de inducciéon de cada
cultivo. Lo anterior se realizd para optimizar las condiciones de induccién y
asegurar la obtencion de la mayor expresion de la proteina recombinante.

D. Extraccion de Proteinas Totales Solubles (PTS)

Una vez determinado el tiempo y concentracion del inductor se escalaron los
cultivos de la cepa transgénica de E. coli BL21. La biomasa celular se concentrd
por centrifugacion para después ser re suspendida en un volumen de buffer
de lisis (50 mM Tris-HCI pH 7.5, 200 mM NaCl, 5 mM DTT), se incub¢ la
suspension celular en hielo por 10 min y se agregaron 10 ul de del inhibidor
de proteasas PMSF (100 mM) por cada mililitro de suspension celular. Pos-
teriormente se realizd la lisis celular mediante sonicacion a 40% de amplitud
durante 10 ciclos con pulsos de 10 s de lisis y 10 s de descanso, todo el pro-
ceso de lisis se realizé en frio evitando la formacion de espuma. El lisado se
centrifugd a 14,000 g por 10 min para después recuperar la fraccion soluble y
cuantificar el contenido de PTS por el método de Bradford y posteriormente
ser evaluados por SDS-PAGE al 15%.

Protocolo 2. Disefio de secuencia sintética denominada gBlock

Existen varias ventajas para sintetizar el gen para una proteina de interés en
lugar de depender de una fuente de DNA natural como plantilla. La sintesis
directa de genes permite que la codificacion de genes coincida con las prefe-
rencias del organismo huésped que se utilizara para la produccién de proteinas
recombinantes. En segundo lugar, cualquier sitio de restriccién puede agre-
garse o eliminarse facilmente durante la sintesis para facilitar la clonacion, el
truncamiento, la eliminacién del dominio y otras alteraciones de la secuencia
de longitud completa. En tercer lugar, los intentos de aumentar la expresién
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mitigando el impacto de la estructura secundaria de mRNA, eliminando se-
cuencias repetitivas y la optimizacion de otras caracteristicas de la secuencia
génica a través del disefio de secuencia se pueden incorporar facilmente.

En el LBMP se han disefiado gBlocks codificantes para péptidos de inte-
rés, un ejemplo es el gBlock disefiado para codificar solo la secuencia madura
de los péptidos de interés (Mo-CBP, y FLO). La sintesis y optimizacién de
codones para su expresion en E. coli fue realizada por la compaiiia Integrated
DNA Technologies (San Diego, CA). El gBlock disefiado tuvo una longitud de
269 pb, hacia el extremo 5’ se agreg6 el sitio de restriccién Ncol seguido del co-
don de inicio (ATG), luego las secuencias maduras de los péptidos Mo-CBP,
y FLO (separadas por un codén de inicio) y hacia el extremo 3’ se colocé un
coddn de paro (TAA) y el sitio de restriccion HindlII (Fig. 9.7).

G #
Ncol M C P A I Q R C C Q Q L R N I Q P P C R C C Q
cocatggtaatgtgtccggccatacaacggtgctgtcaacagttgagaaatatacagocccccgtgecggtgttgtcag

M g 6 P G B O P D F Q B C 6 Q0 0 L R N I S5 P P Q R

atgcaaggacccggaagacagccggattttcagogttgtgggcagcagttgoggaatatatcgococgoccccaaaga

C P = L R Q A v Q L T H Q Q Q G Q v G P Q Q v R Q
tgcccctccttacgtcaggcagtacaattaactcatcaacagcaggggcaagttggacctcagcaagtgagacaa

M Y R Vv A s N I KL s T - HindIIT
atgtaccgtgtggcatcaaacataccctegacgtaaaagett
5
Figura 9.7. Secuencia nucleotidica y putativa en aminodcidos de gBlock. La secuencia del
gBlock esta flanqueada por los sitios de restriccion Ncol y HindlIl a los extremos 5’y 3’
respectivamente. Resaltados en negritas se sefiala el codén de inicio (M), la secuencia del
péptido FLO y, subrayado y en italicas se sefiala el codon de paro (-).

A su vez, se disenaron oligonucleétidos para amplificar el gBlock (Ta-
bla 9.7) y clonarlo al vector pGEM-T* Easy. Tanto el vector de expresion
PET32 como el gBlock fueron digeridos con la enzima EcoRI y posteriormen-
te purificados. Los fragmentos se ligaron mediante la enzima T4 DNA ligasa
(Promega, Fitchburg, WI). Con esta construcciéon (pET32 / gBlock) se trans-
formaron por choque térmico células competentes de Escherichia coli DH5a 'y
se seleccionaron en medio LB adicionado con ampicilina 100 mg/L. Se extrajo
DNA plasmidico por el método de Birboin-Dolly y se identificaron algunas
clonas con la construccién deseada mediante analisis de restriccién y poste-
rior secuenciacion.
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mencionado en el apartado anterior.

Capitulo 9. Péptidos antimicrobianos de plantas

Las pruebas de induccion de la proteina recombinante y posterior ex-
traccion y evaluacion de las proteinas producidas se realizaron conforma e lo

Tabla 9.7. Oligonucledtidos disefiados para amplificacién del gBlock.

Se_cutar_)cla Oligonucleétidos disefiados Long_ltl..!d Péptidos contenidos
sintética Amplicén
RPAIQRCCQQLRNIQPRCR
5 ATGTGTCCGGCCATACAACGGT ¥
gBlock 235pb QGPGRQPDFQRCGQQLRNISPPQRCPSLRQAV
5 TTACGTCGAGGGTATGTTTGATGC 3’ QLTHQQQGQVGPQQVRQMYRVASNIPST
11 ,
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