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1. RESUMEN

La seleccion de microorganismos multirresistentes a los antibioticos
convencionales es un problema de salud importante a nivel mundial, esto ha
conducido a la busqueda de nuevas estrategias de control. Una de ellas son los
péptidos antimicrobianos (PA) que son moléculas de defensa de plantas y
animales. Los PA de plantas mas estudiados han sido las defensinas, las cuales
poseen propiedades antibacterianas y antifungicas. Sin embargo, en el aguacate
criollo (Persea americana var. drymifolia), el cual es utilizado en la medicina
tradicional para eliminar microorganismos y parasitos, no se han descrito PA. A
partir de un banco de ADNc del mesocarpo del fruto y semilla de esta variedad de
aguacate se identificaron secuencias cuyas proteinas predichas tienen alta
homologia con PA, entre ellas el péptido E3. En este trabajo, el ADNc del péptido
E3 se expres6 en células endoteliales bovinas y se evalué su actividad
antimicrobiana. Para ello, el ADNc del péptido E3 se clond en el vector pTracer-
EF/V5-His A generando la construccion pTracerE3, la cual se utilizé para
transfectar una linea inmortal de células endoteliales bovinas (BVE-EGE7). Se
obtuvo una poblacion policlonal y de ella se seleccionaron 9 poblaciones
monoclonales. Se verificd la expresion del ARNm del péptido E3 en las células
transfectadas mediante RT-PCR y secuenciacion. Se obtuvo el medio
condicionado (MC) de las clonas, se cuantifico la proteina total y se evalud su
actividad contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Candida albicans a
través del ensayo de MTT. Las clonas tuvieron efectos antimicrobianos similares y
este fue dependiente de Ila concentracion (0-100 upg/ml), se obtuvieron
inhibiciones de crecimiento de 85.6% y 91.1% contra E. coli y S. aureus,
respectivamente. Sin embargo, bajo las condiciones evaluadas en este trabajo no
se detectd actividad de los MC contra Candida albicans. Estos resultados son el
primer reporte de la actividad antimicrobiana de un PA de P. americana var.

drymifolia.
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2. INTRODUCCION

Un area de la farmacologia que se ha estudiado con gran énfasis es la
terapia antimicrobiana. Desde principios del siglo XX con el descubrimiento de la
penicilina se desencadend una serie de eventos que mostraron como un solo
antibidtico podia curar la mayoria de las enfermedades infecciosas (Risso, 2000).
Sin embargo, pronto se presentaron fendmenos de resistencia antimicrobiana
favorecidos por: 1) la presidon selectiva ejercida al prescribir formal o libremente
medicamentos para uso terapéutico en humanos o animales, 2) la utilizacidon
generalizada de antimicrobianos en pacientes inmunocomprometidos, 3) el uso de
dosis o duracién inadecuada de la terapia antimicrobiana, y 4) el desconocimiento
de los perfiles de sensibilidad de los diferentes microorganismos teniendo en
cuenta la flora local de cada institucion o comunidad (Sussmann et al., 2008).

A pesar de la gran variedad de antimicrobianos con los que se cuenta
actualmente, las infecciones provocadas por bacterias multiresistentes causan una
amplia morbilidad y mortalidad. Asimismo, se incrementan los costos por una
mayor estancia hospitalaria y complicaciones derivadas de la misma. Se calcula
que el costo anual en los Estados Unidos por la resistencia antibidtica es entre 100
millones y 30 billones de délares (Sussmann et al., 2008).

En los ultimos afios se han estudiado nuevas estrategias para combatir las
enfermedades infecciosas utilizando mecanismos diferentes a los ya establecidos,
ejemplo de ello son los péptidos antimicrobianos (PA) que son moléculas efectoras
clave en la inmunidad innata de los animales y plantas. Debido a su actividad y
selectividad, algunos PA se estan considerando como nuevos agentes
terapéuticos muy prometedores.

Los PA son moléculas que han sido aisladas de bacterias, hongos,
animales y plantas, éstos forman parte importante en la defensa del hospedero; la
mayoria de ellos tienen actividad de amplio espectro ya que pueden presentar
actividad antibacteriana, antifungica, antiviral, citotoxica o actuar como moléculas

moduladoras del sistema inmune. Dentro de los diferentes tipos de PA presentes
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en las plantas destacan las defensinas que primordialmente presentan actividad
contra hongos fitopatdgenos; este efecto puede estar dado por la afectacion
directa de la membrana plasmatica o por la inhibicion de la formacién de hifas.

En este proyecto se planted el uso de un sistema de expresion heteréloga
de células de endotelio bovino (BVE-EGE7) para expresar un péptido
antimicrobiano de aguacate (Persea americana var. drymifolia), con la finalidad de
analizar su actividad antimicrobiana frente a cepas certificadas representativas de

bacterias y hongos.
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3. MARCO TEORICO
3.1. Péptidos antimicrobianos

De manera general, los antibidticos de origen peptidico se pueden clasificar
en dos grandes grupos: los que no son sintetizados en el ribosoma, como la
gramicidina, polimixina, bacitracina, glicopéptidos etc., y los sintetizados en ellos
(péptidos antimicrobianos), que son reconocidos como parte importante del

sistema inmune innato (Hancock et al., 1999; Tossi et al., 2002).

El sistema inmune de los organismos multicelulares cuenta con un
vasto arsenal de mecanismos para protegerlos de las constantes interacciones
con los microorganismos infecciosos. Los péptidos antimicrobianos (PA) son
pequefios péptidos anfipaticos y catidnicos en su mayoria, que protegen al
hospedero contra una amplia gama de microorganismos. Estos péptidos son
producidos por varias especies incluyendo bacterias, insectos, plantas y animales;
éstos se expresan en las principales barreras del organismo como la piel y el
epitelio previniendo asi la colonizacién de los tejidos del hospedero por los
patégenos. Los PA son reconocidos principalmente por sus propiedades
antimicrobianas; sin embargo, poseen también una gran diversidad de funciones,
entre ellas la capacidad de modular la respuesta inmune (Guani-Guerra et al.,
2010).

Actualmente se han descrito mas de 1500 PA diferentes, los cuales estan
clasificados en 4 grupos de acuerdo a sus caracteristicas estructurales: Los que
poseen en su estructura laminas-B, que son péptidos estabilizados por 2 a 4
enlaces disulfuro (por ejemplo; las a y B-defensinas humanas); los que poseen
hélices-a (por ejemplo LL-37, cecropinas o magaininas); los de estructura
extendida (ricos en glicina, prolina, triptéfano, arginina y/o histidina) como la
indolicidina; y los péptidos “loop”, que cuentan con un solo enlace disulfuro (por

ejemplo bactenecina). Estos PA derivan de un péptido precursor, el cual después
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de uno o varios procesamientos proteoliticos libera el péptido activo (Hancock et
al., 2006).

3.2. Mecanismo de accion de los péptidos antimicrobianos

El mecanismo de accion antimicrobiana de los péptidos se basa en las
caracteristicas fisico quimicas de su estructura, como su caracter anfipatico, la
carga ionica y el tamafo; las cuales le permiten interaccionar con facilidad e
insertarse en la bicapa lipidica de la membrana formando poros que producen la
pérdida de iones y liquido intracelular, provocando asi la muerte de la célula
(Zhang et al., 2006).

El paso inicial es la atraccion entre el péptido y la célula blanco, el cual
ocurre a través de interacciones electrostaticas entre el péptido cationico y los
componentes cargados negativamente de la envoltura bacteriana (Jenssen et al.,
2006). Se han descrito varios modelos que describen la interaccion de los PA con
la membrana; entre ellos el modelo de “palo barril”, que plantea la interaccion de
algunas moléculas del péptido con la capa externa de la membrana para después
insertarse en la bicapa lipidica y formar un poro hidrofilico que abarca la
membrana citoplasmatica. EI modelo de “carpeta” describe un mecanismo
mediante el cual los péptidos después de la interaccién electrostatica con la
membrana celular, se alinean paralelamente a la superficie de la membrana. Con
una concentraciéon umbral determinada, se da la formacion de micelas y poros en
la membrana. El modelo de “poro toroidal” propone que los PA se insertan de
manera perpendicular al plano de la bicapa con las regiones hidrofilicas
interactuando con los fosfolipidos de la membrana celular, mientras que las
regiones hidrofobicas se asocian con el nucleo lipidico. En el modelo de
“electroporacion”, los PA catidnicos se asocian con la membrana bacteriana y
generan una diferencia en el potencial eléctrico a través de la membrana; la
formacion del poro se da cuando esta diferencia de potencial alcanza 0.2V. El

modelo “hundimiento de balsas lipidicas” propone que la union de los PA causa un
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desequilibrio en la masa de la membrana y por lo tanto un aumento de la curvatura
de la misma, lo que proporciona la fuerza impulsora para la translocacion de los
péptidos a través de la bicapa; como los PA se insertan en la membrana, dan
lugar a la formacion transitoria de poros, causando que las moléculas peptidicas
se queden ancladas en los dos lados de la membrana después de que se

recupera la formacion de la bicapa de fosfolipidos (Figura 1) (Murray et al., 2008).

l' i e

Figura 1. Modelos de interaccion de PA con la membrana plasmatica. A. Palo-
barril. B. Carpeta. C. Poro toroidal. D. Electroporacién. E. Hundimiento de balsas
lipidicas. Tomado de Murray et al., 2008.

Todos los PA interactuan con la membrana citoplasmatica aunque sélo sea
para llegar a su lugar de accion. Varios de los PA no causan permeabilizacién de
la membrana a la concentracion minima efectiva y aun asi pueden matar a la

bacteria. Se ha demostrado que algunos PA logran transportarse a través de la
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membrana acumulandose intracelularmente, de esta forma interfieren con una
variedad de procesos celulares esenciales para mediar en la muerte celular
(Figura 2). Estos nuevos mecanismos de accidon incluyen la inhibicion de la
sintesis de acidos nucleicos, la sintesis de proteinas, la actividad enzimatica y la

sintesis de la pared celular (Brogden, 2005).

Inhibicion de la
sintesis de
pared celular

\"

Transcnpcidn Traduccitn
DNA = — A — PROTEIMA
Replicacion
DNA
Unidn a ADN Inhibicion de
Inhibicién de la actividad
la sintesis de enzimatica
DNA RNA y
proteinas

Figura 2. Blancos intracelulares de los PA. Modificado de Brogden (2005).

El amplio espectro y la baja incidencia de resistencia bacteriana hacia los
PA, los situan como candidatos importantes para la investigacién y el desarrollo de
nuevos agentes antimicrobianos. Su baja toxicidad, asi como la posibilidad de una
administraciéon tépica o en forma sistémica, les proporcionan una ventaja sobre

otros antibidticos.
3.3. Péptidos antimicrobianos de plantas

Las plantas han generado con la evolucién una serie de sistemas de
defensa contra el ataque de insectos y patdgenos, basados en la generacion de
una respuesta metabdlica activa o a través de barreras quimicas y estructurales.
Por lo tanto la resistencia de las plantas frecuentemente se divide en defensa

constitutiva, expresada como una caracteristica normal del desarrollo de la planta;
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o de defensa inducible, la cual se activa al contacto con un organismo invasor.
Este ultimo requiere de un sistema de vigilancia, el cual permite el reconocimiento
de la amenaza generando un sistema de transduccion de sefales y una ruta de
respuesta, usualmente regulada a nivel transcripcional por medio de la expresion
de genes relacionados con la defensa (Blanco y Aguirre 2002).

Las plantas producen pequefios PA ricos en cisteinas como una defensa
natural contra los patégenos. Estos pueden ser producidos en todos los érganos,
siendo generalmente mas abundantes en las capas externas, lo que es coherente
con el papel de los PA en la defensa constitutiva del hospedero contra los
invasores microbianos que atacan desde el exterior. Los PA de plantas se
expresan de manera constitutiva o son inducidos en respuesta al ataque de
patdgenos, e incluso pueden ser liberados inmediatamente después de iniciada la
infeccion debido a que son producidos por un solo gen, lo que hace que se
reduzca el gasto de energia en su expresiéon (Thomma et al., 2002; Lay y
Anderson, 2005).

La mayoria de los PA de plantas reportados hasta ahora tienen un peso
molecular entre 2 y 10 kDa, son basicos y contienen 4, 6, 8 6 12 cisteinas que
forman enlaces disulfuro que les confieren estabilidad estructural y termodinamica
(Garcia et al., 2001; Lay y Anderson, 2005). En base a la homologia en la
estructura primaria de los PA es que se han clasificado en diferentes grupos, se
reconocen hasta el momento 10 familias (Tabla 1) (Garcia et al., 2001; Lay y
Anderson, 2005). Por su importancia destacan los PA tioninas y defensinas ya que
son las mas diversas y estudiadas. Las tioninas fueron los primeros PA en aislarse
de las plantas (Fernandez, 1972), son péptidos toxicos hacia bacterias Gram-
positivas y Gram-negativas, hongos, levaduras y varios tipos de células de

mamiferos.
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Tabla 1. Clasificacion de los PA de plantas.

Familia NuUmero de Enlaces Actividad contra
aminoacidos disulfuro
LTP 90-95 34 Bacterias y hongos
Esnacinas 61-70 6 Bacterias y hongos
Defensinas 45-54 4 Bacterias y hongos
Tioninas 45-47 34 Bacterias y hongos
Tipo 43 4 Bacterias Gram (+) y
heveinas hongos
Tipo 36-37 3 Bacterias Gram (+) y
knottinas hongos
Shepherinas 28-38 0 (lineal) Bacterias y hongos
MBP-1 33 2 Bacterias y hongos
Ciclétidos 29-31 3 Bacterias, virus e
insectos
Ib-AMP 20 2 Bacterias Gram (+) y
hongos

(Garcia-Olmedo et. al., 2001)

3.4. Expresion de péptidos antimicrobianos de plantas

Como se mencion6 anteriormente, la expresiéon de los PA de plantas puede
ser constitutiva e inducible, en varios casos esta induccién esta dada por la
interaccién directa de la célula hospedero con el patdégeno entre otros factores de
estrés (Tabla 2) (Lay y Anderson, 2005). Esta percepcion de patrones moleculares
asociados a patégenos (PAMPSs), constituye la primera linea de defensa de la
inmunidad innata de la planta y se conoce como PAMP desencadenados por la
inmunidad (PTI) (Zipfel, 2008). Aunque el conocimiento de los PAMPs es aun
limitado, se ha descrito que las respuestas intracelulares asociados con PTI son
flujos rapidos de iones a través de la membrana plasmatica, la activacién de MAP
cinasas, la produccion de especies reactivas de oxigeno, los cambios rapidos en

la expresién génica y el reforzamiento de la pared celular.
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El PAMP mejor caracterizado en plantas es la flagelina, que es la proteina
que constituye el bloque de ensamblaje del flagelo de las eubacterias. Muchas
especies de plantas reconocen un epitope de 22 aminoacidos (fgl22) que esta
altamente conservado y esta presente en el extremo N-terminal de la flagelina. El
receptor reconocedor de patrones (PRR) responsable de la interaccion con la
flagelina es el receptor tipo cinasa con repetidos ricos en leucina (LRR-RLK)
(Figura 3); aunque no se conoce el sitio de union especifico de LRR-RLK y el
epitope fgl22, se ha descubierto que plantas de Arabidopsis thaliana mutadas en
este receptor presentan una muy elevada susceptibilidad a diferentes patdgenos,
como Pseudomonas syringae, lo que puede estar relacionado con la disminucién
de la expresién de PA entre otros elementos de defensa de la planta (Chinchilla et
al., 2006).

Protofilamento Polimero de
Vi P ~ flagelina

AT D
e WV N
—n \<‘\

3 P

-~

” 4
Mondmero de
flagelina
-~

P
S SRS

LRR-RLK

Figura 3. Reconocimiento de patrones moleculares asociados a patdégenos.
Representacion esquematica del reconocimiento de la flagelina por receptor LRR-
RLK que desencadena la induccion de la expresion de PA de plantas (Modificado
de Reichhart, 2003).

-10 -



Programa Institucional de Maestria en Ciencias Biologicas “"| BHEE

Tabla 2. Factores bioticos y abidticos de estrés que inducen la expresion de PA de

plantas.
Estrés Defensina de Planta de origen Tejido
planta
DRR230-a, DRR230-b  Pisum sativum Vainas inmaduras
Rs-AFP3, Rs-AFP4 Raphanus sativus Hojas
Interaccion con | DRR230-c Pisum sativum Hojas
patégenos PDF1.2 Arabidopsis thaliana Hojas
PDF2.3 Arabidopsis thaliana Hojas
FST Nicotiana tabacum Sépalos
Heridas DRR230-c Pisum sativum Hojas
Sequia Dnh8 Glycine max Hojas y raices
Salinidad NeThio1. NeThio2 Nicotiana excelsior Hojas
Frio NpThio1 Nicotiana paniculata Hojas
Tad1 Triticum aestivum Tejido de la corona y

plantulas

(Lay y Anderson, 2005).
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3.5. Defensinas de plantas

Un grupo importante de PA identificados en plantas estan estructuralmente
relacionados con las defensinas de insectos y las de mamiferos, por lo que se les
ha nombrado "defensinas vegetales" (Broekaert et al., 1997). Considerando que la
mayoria de los PA de los animales tienen actividad antibacteriana, las defensinas
de plantas tienen una alta actividad antifungica, que refleja la importancia relativa
de los hongos frente a los patégenos bacterianos en el mundo vegetal (Hanckoc,
1999).

Las defensinas de plantas (DP) tienen una importante similitud entre sus
estructuras, las cuales estan generalmente compuestas por hélices-a y laminas-f3.
A diferencia de las tioninas, las DP tienen similitudes tanto a nivel de estructura
secundaria como terciaria, ademas de que muestran similitud con otras defensinas
de insectos. Esta homologia entre las defensinas sugiere una alta conservacion
durante la evolucion, lo que podria confirmar su importante papel en la defensa de
las plantas contra patégenos (Franco y Pelegrini, 2005). Estos PA pueden ser
divididos en dos grupos: 1) las que inhiben el crecimiento de los hongos a través
de distorsiones morfologicas; y 2) los que actuan mediante interacciones
electrostaticas con las cargas negativas de la membrana provocando la formacién

de poros (Hanckoc, 1999).

Se han aislado DP en diversos tejidos, principalmente en los que se
encuentran expuestos al contacto con los patégenos como las semillas, hojas,
vainas, tubérculos, frutos, raices y cortezas (Gracia et al., 1998). Debido a esto, se
ha estudiado la funcion especifica de los PA en los diferentes 6rganos; por
ejemplo, la defensina Rs-AFPs se encuentra expresandose en semillas de rabano
cuando ésta se encuentra perforada, ya sea por la germinacion o artificialmente, la
cantidad de DP que se expresa en esa area es suficiente para inhibir el
crecimiento de hongos protegiendo la semilla y asegurando asi la supervivencia
de las plantulas (Broekaert et al., 1995).
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3.5.1. Estructura de las defensinas de plantas

Todas las DP identificadas hasta el momento tienen ocho cisteinas que
forman cuatro puentes disulfuro que estabilizan su estructura (Figura 4). Estudios
de la estructura tridimensional de una serie de defensinas vegetales han
demostrado que estas proteinas se componen de una hélice-a y tres laminas-f3

antiparalelas, ordenadas en una configuracion Bapp (Thomma et al., 2002).

plant

REHEL

| |
ORLCERPSGTWSGVCGNNNACKNQC INLEKARHGSCNYVFPAHRCICYFPC

> A" D I

Figura 4. Estructura general de las defensinas de plantas. Un ejemplo
representativo de las DP es la Rs-AFP1 de Raphanus sativus, la cual esta
constituida por una configuraciéon estructural conocida como BaBf, ademas de los
4 enlaces disulfuro caracteristicos de estos PA. (Thomma et al., 2002). La flecha
indica la region de laminas- y la hélice representa a la hélice-a.

-13-



Programa Institucional de Maestria en Ciencias Biologicas

| emes

3.5.2. Clasificacion de las defensinas de plantas

Las defensinas de plantas se pueden clasificar en dos tipos, dependiendo

de la estructura de la proteina precursora de la que provienen:

Tipo 1: En este grupo se encuentran la mayoria de las defensinas de plantas; en
ellas el prepéptido esta constituido por un péptido sefial unido a la secuencia de la

defensina madura en el extremo amino terminal (Figura 5A).

Tipo 2: Se agrupa a las defensinas de plantas cuyo precursor esta constituido por
un péptido senal, el dominio activo de la defensina y un prodominio C-terminal. Un
ejemplo de defensinas de este grupo es la NaD1 de Nicotiana alata (Figura 5B)
(Padovan et al., 2010).

A)

Tipo 1:

Tipo 2:

B)

Figura 5. A) Tipos de defensinas de plantas. Tipo 1: La defensina madura esta
unida, en su extremo N-terminal, a un péptido sefal. Tipo 2: Ademas de la unién al
péptido sefal, la defensina madura esta unida en su extremo C-terminal a un
dominio acido (Lay y Anderson, 2005). B) Ejemplos de defensinas tipo 1(Vigna
unguiculata) y tipo 2 (Nicotiana alata) (Padovan et al., 2010).
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La presencia de la secuencia conservada del péptido sefal indica que estos
PA son secretados al exterior de la célula en su forma madura, como se demostro
con la defensina de alfalfa alfAFP que regula la secrecion del péptido hacia los

espacios intercelulares del tallo en papas transgénicas (Gao et al., 2000).

A la fecha solo se han hecho especulaciones acerca de la funcién
especifica del prodominio C-terminal; por un lado se plantea que esta secuencia
actua como una sefal de localizacion subcelular, por lo que es importante en el
trafico subcelular y para el procesamiento postraduccional. Por otro lado, partiendo
del hecho de que este prodominio esta constituido en su mayoria por aminoacidos
acidos, se produce un equilibrio electrostatico con las cargas positivas que
presenta el dominio activo de la defensina, por lo cual se propone que el C-
terminal tiene un efecto citoprotector evitando que la defensina interactiue con
otras proteinas celulares o con lipidos de membrana durante la traslocacién en la

ruta de secrecion (Lay y Anderson, 2005).
3.5.3. Actividad antibacteriana y antifiungica de las defensinas de plantas

Las defensinas de plantas poseen actividad antibacteriana contra
patdogenos de diversos organismos; por ejemplo la defensina de espinaca So-D,
que a concentraciones menores de 20uM presenta actividad contra la bacteria
Gram positiva Clavibacter michiganensis y la Gram negativa Ralstonia
solanacearum (Segura et al., 1998). En la tabla 3 se muestran algunas defensinas
de plantas y la actividad biolégica que éstas presentan, se observa claramente
que la gran mayoria tienen actividad antifungica, como la defensina de rabano
RsAFP1 con actividad contra Colletotrichum lindemuthianum, y otros hongos
fitopatdogenos, asi como contra el oomiceto Phytophthora infestans (Terra et al.,
1992). El mecanismo por el cual se presenta este efecto no ha sido elucidado por
completo; sin embargo, existe evidencia que las defensinas MsDef1 y MsDef4,

provenientes de Medicago spp, interactuan directamente con la glucosilceramida
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del hongo Fusarium graminearum, para inhibir el crecimiento del mismo
(Ramamoorthy et al., 2007).

3.5.4. Relacion entre la estructura y la actividad de las defensinas de plantas

Una caracteristica importante de los PA de origen animal es su diversidad
molecular; sin embargo, como se mencion6 anteriormente los PA de plantas se
pueden clasificar en diferentes familias como las defensinas, de acuerdo a
determinadas caracteristicas estructurales comunes e importantes: son
relativamente cortos y de caracter basico, que se caracterizan por pesos
moleculares de hasta 10 kDa, y tienden a presentar un numero variable de
residuos de cisteina que contribuyen a estabilizar su estructura a través de la
formacion de puentes disulfuro. De hecho, se ha sugerido que los pequefos
péptidos antimicrobianos ricos en cisteinas pueden representar hasta el 3% del
repertorio de genes de una planta, por lo que pueden existir miles de estas

moléculas en el reino vegetal (Silverstein et al., 2007).

Tabla 3. Origen y actividad de algunas defensinas de plantas.

Especie Defensina Actividad Bioldgica

Spinacia oleracea So-D, AF, AB*, AB"
Dahlia merckii Dm-AMP AF
Helianthus annuus SD2 AF
Ha-DEF AP
Arabidopsis thaliana At-AFP; AF
Brassica napus Bn-AMP AF
Brassica rapa Br-AMP AF

Br-AMP AF, AB”

Lepidium meyenii Lm-def AF
Raphanus sativus Rs-AFP;4 AF
Rs-AFP, AF
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Rs-AFP; AF
Rs-AFP4 AF
Sinapis alba Sa-AMP; AF
Beta vulgaris AX4 AF
Trichosanthes kirilowii TDEFA1 AF
Clitoria ternatea Ct-AMP AF
Vigna unguiculata VUDEF AF, 1A
Phaseolus vulgaris PvD; AF
Medicago sativa AIfAFP AF, BCI
Medicago truncatula MtDEF AF
Lens culinaris Lc-def AF
Tephrosia villosa TvD; AF
Aesculus hippocastanum Ha-AMP4 AF
Sorghum bicolor Slay A
Echinochloa crus-galli Ec-AMP-D; AF
Capsicum annuum J1-1 AF
Nicotiana alata NaD+ AF
Petunia hybrida Ph4 AF
Solanum tuberosum StSN2 AF
Vitis vinifera Vv-AMP4 AF

AF: Actividad antifungica, B": Actividad contra Gram positivas, B™: Actividad contra
Gram negativas, IA: Inhibicion de a-amilasa, BCI: Bloqueadora de canales ionicos,
AP: actividad antiparasitaria (Oliveira y Moreira, 2009).

El término defensinas de plantas se utiliza para describir una clase de PA
de plantas con propiedades estructurales y funcionales que se asemejan a los
péptidos de la defensa de hongos, invertebrados o vertebrados, llamados
“defensinas”. Esta clase de PA es capaz de soportar una muy variada secuencia
de aminodacidos, aunque presentan una clara conservacion de algunas posiciones
de aminoacidos. Esta variacion en la secuencia primaria puede ser la causa de la

diversa actividad biolégica que presentan las defensinas de plantas, incluyendo
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principalmente la actividad antimicotica, asi como la actividad antibacteriana y la
de proteinasa o actividad inhibidora de la amilasa, entre otros (Lay y Anderson,
2005).

Las DP son capaces de inhibir el crecimiento de una amplia gama de
hongos, pero son poco toxicas para las células de mamiferos o plantas. La
actividad antifungica parece requerir la uniéon a objetivos especificos de la
membrana, tales como los esfingolipidos (Thevissen et al., 2004); aunque los
determinantes estructurales de su actividad antifungica y los mecanismos por los

que inhiben el crecimiento de hongos aun no estan completamente definidos.

En este sentido, las DP han sido funcionalmente clasificadas de acuerdo a
sus efectos sobre la morfologia de hongos (efecto sobre el alargamiento de las
hifas) ya sea morfogenéticas o no morfogenéticas. Algunas DP tienen la
capacidad de inhibir la a-amilasa de insectos y vertebrados. Estas defensinas
inhibidoras de proteasas muestran algunas diferencias estructurales con las
defensinas de plantas y hongos principalmente, permitiéndoles jugar un papel en
la proteccion contra los depredadores, ya que parecen ser débilmente activos
contra los hongos (Lara et al., 2010). La presencia de aminoacidos hidrofobicos y
los cargados positivamente en las asas del inicio y terminacién de la hélice-a,
pueden ser importantes tanto para la actividad antifungica y la inhibicién de la

enzima (Lara et al., 2010).

En 1997 se realiz6 un analisis detallado de mutagénesis dirigida para
investigar la relacion entre la estructura y la actividad de las DP. En este estudio
se observé que al hacer modificaciones puntuales en los aminoacidos basicos,
por ejemplo al sustituir la Lys44 por el aminoacido neutro GIn, disminuyé la
actividad hasta en un 30%. Esta evidencia muestra que la carga positiva es

importante para la actividad antifungica (De Samblanx et al., 1997).

Aunque el mecanismo de accién antifungica de las DP no es totalmente

conocido, en general se acepta que actuan sobre la membrana microbiana por
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interacciones especificas. Por ejemplo la defensina de dalia Dm-AMP1 se une a
manosil-inositol-fosfoceramida, mientras que la defensina de rabano (Rs-AFP2) a
glucosilceramida (Thevissen et al., 2004). También se ha reportado que la
presencia de ergosterol puede modular la actividad de los péptidos, esta
interaccidon sirve para dirigir los péptidos en la membrana, lo que conduce a la
formacion de lesiones que dan lugar a la disipacién del gradiente de calcio que es
esencial para el crecimiento de hongos (Thevissen et al., 2004; Lay y Anderson,
2005).

3.5.5. Aplicaciones biotecnolégicas de las defensinas de plantas

Las defensinas de plantas presentan gran diversidad en su actividad
biologica, lo que las hace atractivas para desarrollar productos biotecnoldgicos;
entre estas propiedades destacan la actividad antimicrobiana, insecticida e incluso
antiparasitaria. Estas cualidades hacen que los PA de plantas, particularmente las
defensinas, sean buenos candidatos para su uso en la ingenieria de proteinas y la
produccion de plantas transgénicas agronomicamente importantes que pueden

combatir los agentes patdogenos y las plagas.

Con respecto a la utilizacién de defensinas como farmacos terapéuticos,
hay algunas cuestiones que requieren una revisidn para mejorar las tecnologias
disponibles; sin embargo, con el descubrimiento de que la defensina PSD1 de A.
thaliana es capaz de unirse a la ciclina, se abrieron nuevas posibilidades para los
enfoques terapéuticos en el tratamiento de algunos tipos de canceres humanos
que sobreexpresan algunos tipos de ciclinas (Lobo et al., 2007). De hecho, el
efecto inhibidor de las defensinas de plantas hacia ciertos tipos de células
humanas de cancer ya ha sido descrito. La vulgarinina fue capaz de inhibir la
proliferacion de la linea de leucemia L1210 y las lineas celulares M1 en un 35% vy
80% respectivamente, y la linea celular de cancer de mama MCF-7 en un 80%

(Wong et al., 2005). Ademas de que una defensina de Capsicum chinense inhibe
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la viabilidad de las células tumorales humanas HelLa en un 80% (Anaya et al.,
2006).

Por todo lo anterior, las defensinas vegetales son productos naturales
creados y fortalecidos por la evolucién para hacer frente a las amenazas y permitir
la supervivencia de las plantas. Debido a la utilidad de las propiedades que se les
han atribuido, se presentan como una nueva oportunidad para el mejoramiento de
cultivos y de nuevas estrategias biomédicas que puedan tener un gran impacto en

la humanidad.
3.6. Expresion de péptidos antimicrobianos en sistemas heterélogos

Los elementos necesarios para la implementacién de un PA como agentes
terapéuticos van encaminados a la determinaciéon de la actividad, efectos
sinérgicos, patrones de resistencia, mecanismos de accién, asi como la toxicidad,
la vida media, la susceptibilidad a protedlisis, factores farmacocinéticos entre
otros. Sin embargo, debido a la gran diversidad de los PA, la comunidad cientifica
ha visto limitada su capacidad para completar estos estudios por la poca
disponibilidad de los péptidos (Ingham y Moore, 2007). Tradicionalmente el
péptido ha sido obtenido del organismo que lo produce usando una variedad de
métodos bioquimicos. Sin embargo, para llevar a cabo un estudio comparativo
confiable, el investigador tiene la perspectiva de aislar péptidos a partir de una
bacteria, una planta, un animal o un hongo. Esto crea una situacién indeseable de
la implementacion de procedimientos de produccidn y extraccion especificos para
cada PA. En vista de esto, no es raro que la produccién del péptido mediante
sistemas de expresion heterdloga se esté convirtiendo en una area de actualidad y

de rapida expansion en la investigacion (Ingham y Moore, 2007).

Recientemente se han implementado técnicas moleculares para expresar
los PA en bacterias, hongos, baculovirus y mamiferos; utilizados ampliamente
para la sobreexpresiéon de enzimas y proteinas terapéuticas. En este sentido, las
células de mamifero son preferidas en el caso de la produccion de proteinas
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eucaridticas de importancia farmacéutica que requieren de modificaciones

prostraduccionales (Arya et al., 2008).

La mayoria de los productos bioldgicos para uso terapéutico se expresan en
células de mamifero particularmente en células de ovario de hamster chino (CHO)
y células de rifidn de hamster bebé (BHK), ya que son capaces de llevar a cabo
todas las modificaciones postraduccionales necesarias para producir un metabolito
funcional o una enzima (Chu y Robinson, 2001). Las células CHO tienen la
capacidad de imitar la glicosilacion humana vy producir complejos de
glicoproteinas; una ventaja adicional es que secretan la proteina recombinante en
los medios de cultivo de forma natural. Se prefieren estas células para la
produccion de proteinas recombinantes para los casos en que es importante
garantizar la seguridad y autenticidad de los productos, especialmente durante su
uso terapéutico en seres humanos (Arya et al., 2008). Obviamente, hay algunos
inconvenientes con los sistemas de cultivo de células de mamiferos (Tabla 4), el
proceso de generar lineas estables de células de mamiferos a menudo es lento y
laborioso (Wurm, 2004). Su crecimiento es lento y los recursos para mantener el
cultivo son caros, debido a su necesidad de un medio complejo. Los rendimientos
de proteina recombinante son también mucho menores que los reportados para

los diferentes sistemas microbianos (Rai y Padh, 2001).
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Tabla 4. Comparacion de diferentes sistemas de expresion heterologa.

Factor

Bacterias

Levaduras

Células de mamifero

Tiempo invertido

Rendimiento

Almacenamiento

Ventajas

Desventajas

3 meses/gen

Alto

Stocks en glicerol

- Utilizaciéon de medio
de cultivo simple y

barato.

- Alta densidad celular.

- Organismos bien
caracterizados
genéticamente.

- Facilidad de llevar la
produccion a gran

escala.

- Aprobado por la FDA.

- No realiza
modificaciones
postraduccionales.

- Bajos niveles de
secrecion de proteina.
- Agregacion de la
proteina recombinante
en cuerpos de

inclusion.

4 meses/gen

Alto
Esporas y stocks en
glicerol
- Utilizacién de medio de
cultivo simple y barato.
- Alta densidad celular.
- Organismos bien
caracterizados
genéticamente.
- Facilidad de llevar la
produccion a gran
escala.
- No producen
endotoxinas.
- Altos niveles de
secrecion de proteina.
- Aprobado por la FDA.

- Presenta diferencias
en los patrones de
glicosilacién
comparados con
eucariores mayores.

- Produce
hipermanosilacion.

- Degradacioén

proteolitica.

6 meses/gen

Bajo
Lineas celulares
congeladas
- Modificaciones
postraduccionales
similares a la proteina
nativa.
- No presenta
problemas de
inmunogenicidad.
- Aprobado por la FDA.

- Crecimiento celular
lento.

- limitaciones en el
cultivo a gran escala.

- Bajos rendimientos de

la proteina.

Modificado de Arya et al., 2008
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3.7. Potencial terapéutico de los PA como agentes antiinfecciosos.

A pesar del éxito que ha tenido el desarrollo de farmacos antimicrobianos,
la aparicion permanente e inexorable de mecanismos de resistencia a antibioticos
en todo el mundo, sigue impulsando la busqueda de nuevos agentes
antiinfecciosos para reemplazar y/o complementar a los antibidticos
convencionales (Gordon y Romanowski, 2005). Las defensinas humanas, como la
catelicidina, y un numero significativo de PA de diversas bacterias, virus, plantas,
vertebrados e invertebrados parecen tener una caracteristica multidimensional
universal (es decir, una estructura tridimensional comun) que define la actividad de
los PA (Yound y Yeaman, 2004); la manipulacién de esta estructura quimica para
crear péptidos sintéticos, representa una estrategia prometedora para el desarrollo
de los PA como una nueva clase de farmacos para prevenir y tratar las infecciones

sistémicas y topicas (Rotem y Mor, 2009).

Existen diferentes tipos de estrategias potenciales para la aplicacion de
péptidos antimicrobianos en terapéutica: (1) como unicos agentes antiinfecciosos,
(2) en combinaciéon con antibidticos o antivirales convencionales para promover
efectos aditivos o sinérgicos (3), como agentes inmunoestimulantes que mejoran
la inmunidad innata natural, y (4) como agentes neutralizantes de endotoxinas
para prevenir las complicaciones potencialmente mortales asociadas con factores
de virulencia de bacterias que causan shock séptico (Gordon y Romanowski,
2005).

De la reserva potencial de miles de péptidos naturales y millones de
posibilidades de péptidos sintéticos, relativamente pocos péptidos que se
encuentran como prometedores en las bases de datos de estudios in vitro y en
animales, han avanzado a los ensayos clinicos (Tabla 5). A pesar de un continuo
optimismo, una revision critica de la literatura hasta la fecha sugiere que el éxito
comercial aun es lejano ya que los retos para llevar un PA al mercado siguen

siendo enormes.
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Tabla 5. PA en fases clinicas de desarrollo.

PA Via de Fase de Uso terapéutico
administracion  desarrollo

hLF-1-11 Fase 2 Infecciones asociadas al
transplante alogénico de
medula osea.

BL2060 Optimizacion Antiinfeccioso

CSA-13 Preclinica Antiinfeccioso

HB-50 Preclinica Antiinfeccioso

HB-107 Topica Preclinica Reparacion de heridas

IMX942 Fase 3b Inmunomodulador

Omiganan Preclinica Infecciones relacionadas
con catéteres

Mersacidina Preclinica Infecciones por Gram
positivas

Plectasina Preclinica Infecciones por Gram
positivas

PAC113 Topica Aprobado por Candidiasis oral

Investigational
New Drug

CZEN-002 | Topica Fase 2b Candidiasis vulvovaginal

Pexiganan | Topica Fase 3 Infecciones de pie
diabético

Iseganan Oral Fase 3 Terapias contra el cancer

MBI-226 Topica Fase 3 Infecciones relacionadas
con catéteres

Histatina Oral Fase 3 Infecciones bucales

Heliomocina | Intravenosa Preclinica Infecciones sistémicas por
hongos

Neuprex Intravenosa Fase 3 Meningitis pediatrica

Mycoprex Intravenosa Infecciones sistémicas por

hongos

Modificado de Andres y Dinamarcq, 2004; Gordon y Romanowski, 2005.

A pesar de muchas cualidades atractivas de los PA, hasta la fecha no se

han publicado informes de éxito comercial en el desarrollo de estos péptidos como

agentes terapéuticos y ninguno de los péptidos descritos ha obtenido la

aprobacion de la FDA para sus diferentes indicaciones clinicas. Es necesaria una

revision mas detallada de algunos de estos péptidos para superar los retos y las
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dificultades en el desarrollo de una nueva clase de drogas terapéuticas.

3.7.1. Aspectos a considerar en la implementacion de PA como farmacos

Una posible desventaja de los farmacos con mecanismos de accion tan
complejos, es su potencial toxicidad. La mayoria de los ensayos clinicos
realizados hasta ahora han utilizado aplicaciones tépicas para tratar las
infecciones superficiales; sin embargo, el mercado mas lucrativo de los antibi6ticos
es la via sistémica (parenteral y oral). Por lo tanto, es evidente que hay un

problema con la posible toxicidad que limita la aplicacion sistémica.

Muchos PA son activos en las membranas de procariotas, y tienen una
menor capacidad de romper las membranas compuestas de elementos eucariotas
debido a la ausencia de lipidos cargados negativamente en la superficie, la falta
de un gradiente de potencial de membrana fuerte y la presencia de colesterol en
eucariotas (Yeman y Yound, 2003). Sin embargo, no se debe descartar que los PA
comparten caracteristicas con péptidos eucariotas como la presencia de una sefal
de localizacion nuclear, como la catelicidina humana LL-37 (Lau et al., 2005). Por
lo tanto, se necesitan mas estudios que evaluen la aparentemente sutil toxicidad

en la aplicacién de PA por via sistémica.

Una segunda desventaja de los péptidos naturales es su inestabilidad
potencial ante proteasas, lo que conduce a una farmacocinética potencialmente
desfavorable. En particular, enzimas como la quimotripsina atacan a las proteinas
en los residuos basicos, que son una caracteristica obligada de los péptidos
antimicrobianos. Se han propuesto varias soluciones a este problema, incluyendo
el uso de aminoacidos de configuracion D (en lugar de naturales L-) lo que
produce péptidos resistentes a las proteasas, el uso de peptidomiméticos, la
formulacion para mejorar la estabilidad (por ejemplo, en liposomas) o la
modificacion quimica de péptidos para crear resistencia a las proteasas y/o

disminuir su toxicidad entre otras (McPhee et al., 2005). Por otro lado se han
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implementado combinaciones de PA con acidos grasos de cadena media, como
una estrategia alternativa para el disefio de nuevos antibidticos con actividad
potenciada, en comparacion con los péptidos nativos, asi como mayor

biodisponibilidad y resistencia a proteasas (Malina y Shai, 2005).

El tema de mayor importancia en el campo es sin duda el alto costo de la
fabricacion de péptidos. Esto ha limitado la prueba y desarrollo de un gran numero
de variantes y los posibles objetivos clinicos a los que estas moléculas se pueden
aplicar. Los péptidos tienden a ser medicamentos muy caros, cuestan entre 100 y
600 dolares por gramo 0 mas, en el caso de la fabricacion por sintesis quimica en
fase sdlida (Hancock y Sahl, 2006). Por lo tanto, todas las estrategias de avance
deben tener esto en cuenta, debido a la una creciente necesidad de una

produccion menos costosa de los PA.

También se han realizado un gran numero de intentos para producir
péptidos disefiados por una variedad de métodos de ADN recombinante, utilizando
para ello las bacterias y hongos, asi como los sistemas de produccion de plantas y
animales; sin embargo, ninguno de estos sistemas de expresion han demostrado
ser comercialmente viable hasta la fecha. Uno de los avances recientes en este
sentido, es el uso de un péptido natural de hongos, la plectasina, combinado con
un sistema de expresion de hongos para producir un péptido antimicrobiano en la
escala y la pureza necesaria para fines terapéuticos (Mygind et al., 2005). En la
tabla 6 se presentan algunos de los inconvenientes que se deben tomar en cuenta
para la aplicacion de los PA a nivel terapéutica, asi como las estrategias que se

estan empleando para resolverlos.
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Tabla 6. Estrategias de desarrollo y disefio de PA para su aplicacion terapéutica.

Actividad

Reto

Estrategias

Investigacion

Toxicidad

Farmacologia

Costo

Gran variedad de PA

Desconocimiento de los

mecanismos de toxicidad

Mejorar la vida media in

vivo

Disminuir los costos

- Clasificacion y arreglos
de PA para una mayor
diversidad

- Implementacion de
peptidomiméticos.

- Utilizacién de
aminoacidos de
configuracion D.

- Investigacion tanto de la
actividad antimicrobiana
como inmunoreguladora.
- Analisis de toxicidad en
animales.

- Evaluar la toxicidad sutil.
- Peptidomimeticos.

- Implementacion de
aminoacidos D.

- Nuevas formulaciones.
- Empleo de PA
inmunoreguladores que
no requieren regulacion
en la dosis.

- Producir analogos de PA
mas cortos.

- Utilizacién de procesos
de manufactura

recombinantes.
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- Utilizacién de PA que
requieren dosis mas
pequenas.
Eficacia Mejorar la actividad en el - Modelos mas realistas
contexto del modelo de de la enfermedad en
infeccion animales.
- Los ensayos in vitro
deben coincidir con los

ensayos in vivo.

Modificado de Hancock y Sahl, 2006.
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4. ANTECEDENTES

Los PA juegan un papel importante en la inmunidad innata de los eucariotas
contra patdégenos, y en procariotas desempenan funciones de defensa contra otros
patdogenos (Brogden, 2005). Estas caracteristicas han propiciado que en los
ultimos anos se consideren una alternativa atractiva para el control de
enfermedades. Con el objetivo de evaluar la actividad de los PA se han empleado
diferentes sistemas de expresiéon heterdloga, lo cual incluye bacterias, levaduras,
plantas y animales. Por ejemplo, en bacterias se han expresado varios PA como la
histonina que presenta actividad antimicrobiana de amplio espectro; se utilizd
como modelo la bacteria E. coli y se obtuvieron 167mg del péptido por cada litro
del cultivo (Jung et al., 2008). En el caso de la expresion en levaduras existen PA
como la plecastina, una defensina de hongos que fue expresada en Pichia pastoris
y presenta actividad contra varias especies del género Staphyloccocus y
Streptococcus; con este modelo de expresion se obtuvo un porcentaje de
plecastina recombinante del 71.79% del total de proteina excretada (Zhang et al.,
2011).

Un ejemplo de la expresion de PA en plantas fue la produccién de dos PA,
DmAMP1 y RsAFP2 procedentes de semillas de Dahlia merckii y Raphanus
sativus respectivamente en Arabidopsis thaliana; estas defensinas presentan
actividad antifungica contra Fusarium culmorum y con este modelo las proteinas
recombinantes obtenidas equivalen al 0.62% de la proteina total soluble (Francois
et al., 2002).

Recientemente, nuestro grupo de trabajo analizé la actividad fungicida y
citotoxica de una defensina de chile habanero (Capsicum chinense) expresada en
células endoteliales bovinas, demostrando que inhibia ~99% la internalizacién de
Candida albicans en las células que expresan la defensina; ademas de inhibir la
formacion del tubo germinativo de la hifa hasta en un 84% (Anaya et al., 2006). En
el mismo sentido, también se realizé la evaluacion de la tionina Thi2.1 de A.
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thaliana utilizando el mismo modelo de expresion de células endoteliales. En este
caso se probd la actividad del PA contra diferentes cepas de E. coli asi como S.
aureus, detectandose inhibiciones del crecimiento cercanos al 100% (Loeza et al.,
2008). Estos resultados muestran la eficiencia de PA de plantas en contra de
patdogenos que no son exclusivos de ellas, sino que pueden ser una alternativa de

terapia antimicrobiana para humanos o animales.

Por otro lado, las Lauraceas son una familia de Angiospermas del orden
Laurales, consta de 55 géneros con unas 3500 especies en las cuales se ha
detectado la presencia de compuestos con actividad antimicrobiana (Montes,
2009). La especie Persea americana pertenece a esta familia, es un arbol cuyo
fruto es el aguacate y se clasifica dentro del género Persea y subgénero Persea.
En el subgénero Persea se reconocen tres especies: P. americana Mill., P.
schiedeana Nees y P. parvifolia Williams. La mayoria de los miembros
reconocidos del subgénero Persea se encuentran principalmente en una misma
area que inicia del centro de México hasta Panama en Centroamérica y se dividen
en 3 subespecies, conocidas ahora como razas Mexicana (var. drymifolia),

Guatemalteca (var. Gualtemalensis) y Antillana (var. Americana) (Sanchez, 2007).

El fruto, hojas y la semilla del aguacate son utilizados en la medicina
tradicional para eliminar microorganismos y parasitos como los causantes de la
disenteria y de algunos desarreglos digestivos; también sus hojas se emplean

como expectorantes (Garcia, 2008).

Con la finalidad de analizar las propiedades fitoquimicas y farmacolégicas
de las diversas partes de la planta P. americana, se han dividido sus
constituyentes quimicos en varios grupos: alcanoles, glucdsidos terpenoides,
derivados de anillos de furano, flavoniodes y cumarinas. (Yasir et al., 2010).

A lo largo de las ultimas décadas se han realizado estudios para analizar la
actividad farmacologica, tanto del fruto como las hojas de aguacate. En 1970

Néeman y colaboradores, publicaron uno de los primeros trabajos donde se
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analiza la actividad antimicrobiana de diferentes compuestos alifaticos de cadena
larga extraidos de fruto y semilla de aguacate, los cuales presentaron actividad
contra Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis. También se ha estudiado la
actividad biolégica de los extractos alcohdlicos y hexanicos completos frente a
diferentes cepas de Mycobacterium tuberculosis, con porcentajes de inhibicion de
hasta el 100% (Gomez et al., 2008); asi como la actividad antifungica contra
Candida spp., Cryptococcus neoformans y Malassezia pachydermatis (Giffoni et
al., 2009); asimismo, los extractos 6leos han presentado actividad insecticida

contra Spodoptera exigua (Rodriguez et. al., 1997).

Ademas de los efectos antimicrobianos e insecticidas mencionados
anteriormente, también se le han atribuido al fruto de aguacate propiedades
citotoxicas en contra de diferentes lineas celulares cancerigenas (Oberlies et al.,
1998 y Steven et al., 2011); asi como propiedades antioxidantes (Nagaraj et al.,
2010), ademas de compuestos supresores de la respuesta inflamatoria (Rosenblat
et al., 2011). Sin embargo, actualmente no se han reportado estudios donde se

analice la actividad biolégica de moléculas del aguacate de tipo proteico.

Otro aspecto importante que se suma a las multiples propiedades
farmacolégicas encontradas en la especie P. americana, es que el fruto de
aguacate posee un gran valor nutricional y por lo tanto un interés comercial
importante. México, es el principal consumidor y productor de aguacate en el
mundo y Michoacan es el productor mas importante del pais. A pesar de la
importancia econémica del aguacate, se sabe poco sobre su genética y es bien
sabido que la mayoria de problemas importantes en la produccién tienen una base

genética.

En este sentido, recientemente Lopez-Gémez y colaboradores elaboraron
un banco de ADNc del mesocarpo fruto y semilla de aguacate de la variedad
drymifolia (comunicacion personal). A través de técnicas de secuenciacion

identificaron dos clonas cuyas proteinas predichas tienen similitud con proteinas
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de defensa, una mostré identidad con la familia de PA tioninas y la otra con la
familia de PA Snakin-GASA. Sin embargo, hasta el momento no se ha demostrado
su expresion y actividad. En este trabajo se plantea evaluar la expresion y
actividad del péptido E3 con similitud a PA en una linea de células endoteliales
bovinas; por lo cual, a continuacion se muestran la hipotesis y los objetivos

establecidos para este trabajo.
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5. HIPOTESIS

El péptido E3 de aguacate (Persea americana var. drymifolia) producido por

células endoteliales de bovino presenta actividad antimicrobiana.

6. OBJETIVO GENERAL
Expresar el péptido E3 de aguacate (Persea americana var. drymifolia) en

células endoteliales de bovino (BVE-EGE7) y probar su actividad antimicrobiana

ante diferentes patdgenos.

6.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Establecer las relaciones filogenéticas del péptido E3 de aguacate (Persea

americana var. drymifolia) con las familias de PA de plantas.

* Generar un vector de expresion para células de mamifero que contenga el
ADNc del péptido E3 (pTracerE3) de P. americana var. drymifolia que

permita su expresion.

» Obtener células BVE-EGE7 que expresen el péptido E3 de P. americana

var. drymifolia.

« Evaluar el efecto de los medios condicionados de las BVE-E6E7 que
expresen el péptido E3 contra cepas de Escherichia coli, Staphylococcus

aureus y Candida albicans.
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7. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

La estrategia experimental utilizada para la realizacidon de este proyecto se

plantea en el siguiente esquema:
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8. METODOLOGIA
8.1. Analisis bioinformatico

Utilizando el programa Clustal X2 version 2.0.11, se realizé un alineamiento
completo de la secuencia peptidica E3 con las defensinas de plantas ya
caracterizadas. Ademas, con el programa Splits Tree version 4.11.3, se construyo
el arbol filogenético resultado del andlisis de las secuencias de las defensinas de

plantas y el péptido E3.
8.2. Clonacion del péptido E3 en pTracer-EF/V5-HIS A (Invitrogen)

Se disenaron los oligonucledtidos necesarios para amplificar por PCR la
secuencia de nucleotidos del péptido E3 el cual se encuentra clonado en el vector
pTriplEx2; éstos se disefiaron con los sitios de restriccion Spel y EcoRI para

facilitar el proceso de clonacion en el vector pTracer-EF/V5-HIS A (Tabla 7).

Tabla 7. Oligonucleétidos utilizados en este trabajo.

Oligonucleétidos Secuencia Tm %GC
Directo 5-TATTACTAGTATGGCGCTGGTCAAGAAG-3’ 64°C 43
Reverso 5"-ATAAGAATTCGCAAGGCTTGAGACACA-3’ 67°C 41

La region correspondiente a la secuencia E3 se amplificd por PCR bajo las
condiciones descritas en la figura 6, utilizando la enzima Pfu DNA Polimerasa de
alta fidelidad (Promega). El producto de amplificacién de 249 pb se insert6 en el
vector de expresion para células de mamiferos pTracer-EF/V5-His (Invitrogen).
Este vector cuenta con tres versiones, A, B, y C; las cuales permiten que el ADNc
que se va a clonar quede en fase y sea expresado como una proteina de fusién en
la linea celular que contenga dicha construccion. Para la expresion del péptido E3

se utilizé la version del vector A, ya que cumple con las especificaciones antes
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mencionadas. Otras caracteristicas importantes del vector se describen en la tabla

8.

Iniciacion y
desnaturalizacion

94°C

5 min ‘1 mi"\ 92°C /1 min‘ 7 min

Alineamiento

30 seg

Extension y
elongacion final

72°C

LConservacion

4°C

Co

Figura 6. Condiciones de la PCR utilizadas para amplificar el inserto que codifica
para el péptido E3. Se realizaron 30 ciclos de reaccion.

Tabla 8. Caracteristicas del vector pTracer-EF/V5-HIS A (Invitrogen).

Caracteristica

Funcién

Promotor hEF-1a

Provee altos niveles de expresion del gen de
interés en una amplia gama de lineas de
células de mamifero.

Oligonucleétido T7

Permite la secuenciacion del inserto.

Epitope V5

Permite la identificacion de la proteina
recombinante por medio del anticuerpo Anti-V5
y V5-HRP.

Polihistidina C-terminal

Permite la purificacion de la proteina
recombinante.

Seial de poliadenilacion de la
hormona de crecimiento bovina (BGH)

Eficiente terminacion de la transcripcién y
poliadenilacion del ARNm.

Gen de resistencia a zeocina

Permite la seleccion de células transformadas.

Gen de la proteina verde
fluorescente (GFP)

Deteccion visual de las células trasnsfectadas
mediante microscopia de fluorescencia.

Origen pUC

Permite la replicacion, mantenimiento y alto
numero de copias en E. coli.

Gen de resistencia a ampicilina

Seleccion del vector en E. coli.
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El producto de amplificacion y el vector fueron digeridos con las enzimas
sefaladas. La digestion del ADN se realizé en un tubo Eppendorf en hielo, con 1
Mg de ADN, 2 ul del amortiguador adecuado para cada enzima (10X), agua
desionizada estéril c. b. p. 20 yl y 1 U de la enzima. La mezcla se incubo por 12 h
a 37°C.

Las reacciones de ligacion de los fragmentos de ADN se realizaron bajo el

siguiente protocolo:

Las relaciones entre el inserto y el vector se calcularon con la siguiente

formula:

kb del vector vector

((ng del vector) (kb del inserto)) (inserw)

Una vez calculadas las proporciones, se colocd la mezcla en un tubo
Eppendorf y se adiciond 1 yl de amortiguador de ligacion (10X), 1 U de T4 ADN
ligasa (Invitrogen) y agua desionizada estéril c. b. p. 10 pl. La mezcla de reaccion
se incubo a 16°C por 12 h. Se prepararon competentes de E. coli XL Blue (Tang et
al., 1994) y se les adicion6 la mezcla de ligacién, se incubaron por 30 min en hielo
y posteriormente se sometieron a un choque térmico por 90 s a 42 °C, por ultimo
se incubaron las células a 37 °C por una hora. Las clonas se seleccionaron en
cajas con medio Luria-Bertani solido, zeocina (25 pg/ml) y ampicilina (100 pg/ml).
Las colonias transformantes se analizaron por minipreparaciones y PCR. La

construccion obtenida se denominé pTracerE3.
8.3. Cultivo y mantenimiento de la linea celular BVE-EGE7

Las células BVE-EGE7 utilizadas provienen de una linea de células
endoteliales de cordon umbilical de bovino inmortalizadas a través de mutaciones
realizadas con las subunidades E6 y E7 de la proteina P53, la cual es clave en la
regulacion del ciclo celular (Cajero et al., 2002).
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Las células se cultivaron en cajas de Petri (Costar-Corning) con medio
F12K de Ham (DMEM/F12K, Sigma) suplementado con 10% de suero fetal bovino
(Equitech-Bio), 100 U/ml de penicilina-estreptomicina, 40 pg/ml de gentamicina
(Pharma Life) y 1 ug/ml de anfotericina B (Invitrogen). Las células se incubaron en
una atmosfera de 5% de CO, a 37°C.

8.4. Transfeccidn de las células BVE-E6GE7 por lipofeccidon

La transfeccion de las células BVE-EGE7 se realizd por el método de
lipofeccién con Lipofectamina 2000 (Invitrogen). Se utilizaron células 100%
confluentes sembradas en cajas de 6 pozos (Costar). Las células se incubaron
con Lipofectamina (10 ul) y el vector pTracerE3 (4 pg) durante 24 h en medio
Optimem (Gibco) a 37°C. Después de ese tiempo se agregé medio Optimem
nuevo y posteriormente se seleccionaron con el antibidtico zeocina a una
concentracion de 0.5 mg/ml por un periodo de dos semanas (Sagrero-Cisneros,
2007). Transcurridas las 2 semanas se seleccionaron las células por choque
térmico, agregando al cultivo buffer HEPES a una concentracion de 25 nM, se
incubaron a 37°C por 2 h, posteriormente se colocaron a 4°C por 2 h para
finalmente incubarlas en condiciones normales de cultivo (37°C con 5 % de

atmosfera de COy).
8.5. Seleccion de clonas de las células BVE-EGE7 transfectadas

Se aislaron clonas de las células trasfectadas por dilucion limitante,
diluyéndose en medio de cultivo F-12K hasta alcanzar la concentracién de 1
célula/100 pl y se sembraron en una microplaca de 96 pozos (Costar) (Sagrero-
Cisneros, 2007).
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8.6. Determinacion de la expresion del ARNm del PA E3

Para determinar la expresion del ARNm se realizé una extraccion de ARN
total con el reactivo Trizol (Invitrogen) a partir de las células transfectadas, de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las muestras de ARN fueron tratadas
con ADNasa | (Invitrogen) para eliminar la contaminacion por ADN gendmico. La
sintesis de ADNc se realizé por medio de la reaccidn de transcripcion reversa (RT)
a partir del ARN total. La reaccién se llevd a cabo en un volumen final de 20 pl,
conteniendo 25 ug/ml de Oligo d(T) (Invitrogen) y 500 nM de dNTP’s (Invitrogen).
La reaccion se incubd a 65°C por 5 min. Después se afnadio First strand buffer 1X
(Invitrogen), ditiotreitol 10 nM e inhibidor de RNAsa 2 U/uL (Invitrogen) y se incubo
a 37°C durante 2 min. Finalmente, se adicioné la enzima transcriptasa reversa M-
MLV (10 U/uL, Invitrogen) y posteriormente se incubd a 37°C por 50 min, la
reaccion se inactivd mediante el calentamiento a 70°C por 15 min. Se utilizaron
los oligonucledtidos disefiados (Tabla 7) y las condiciones descritas en la figura 6

para amplificar el ANDc del péptido E3.
8.7. Preparacion de los medios condicionados (MC)

Se sembraron las células transfectadas en cajas p100 en medio F-12K
hasta alcanzar 100% de confluencia. Posteriormente se retiré el medio y se
lavaron las células con PBS. Se colocé medio Optimem (Gibco), y se incubd por

24 h. Finalmente se colecté el medio y se congeld (a -20 °C) hasta su utilizacion.
8.8. Cuantificacion de la proteina total

La concentracion de proteina se determind por el método de Bradford. Se
colocaron 25 ul de NaOH 1N y 100 uyl de MC por 10 min. La mezcla se aforé a 300
Ml con medio Optimem y 300 ul del reactivo de Bradford (5 ml de H3PO4 al 85%,
2.5 ml de etanol absoluto, 5 mg de azul de Coomasie G250 y H,O desionizada
para un volumen final de 50 ml). Se colocaron 100 pl de la mezcla en una

microplaca de 96 pozos, y se leyd la absorbencia a 595 nm en un
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espectrofotometro de microplacas (DAS). Se determino la cantidad de proteina
total a través de una correlacidon con la ecuacion obtenida de una curva estandar

que fue realizada con la proteina albumina sérico bovina.
8.9. Ensayo de viabilidad por exclusiéon de azul tripano

Se sembraron 200,000 células BVE-E6E7 en cajas de 24 pozos y se
incubaron por 24 h a 37°C y 5% de CO,, transcurrido el tiempo se elimin6 el medio
completo a los pozos y se adicioné medio Optimem conteniendo 50 y 100 ug/ml de
proteina total del MC de las células transfectadas con pTracerE3 y del MC de las
células control (pTracer/BVE-EGE7); se realizaron 2 experimentos, a las 24 y 48 h
de tratamiento. Una vez transcurrido el tiempo del tratamiento las células se
despegaron de las cajas de cultivo mediante un tratamiento con tripsina y se
tomaron 20 ul de la suspension celular y se adicionaron 20 ul de colorante azul
tripano; esta mezcla se llevo a la camara de Neubauer y se contaron todas las
células, marcando como células muertas las tefidas de azul y como células vivas

las refringentes.
8.9.1. Ensayo de viabilidad de E. coli, S. aureus y C. albicans

La actividad del MC sobre los microorganismos se determiné midiendo el
efecto sobre la viabilidad celular mediante el ensayo de reduccion metabdlica del
Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT). Se incubaron una
cantidad conocida de células o unidades formadoras de colonias (UFC) de E. coli,
S. aureus y C. albicans en microplacas de 96 pozos, con MC a una concentraciéon
de 10, 25, 50 y 100 pg/ml de proteina total durante 4 h a 37°C para E. coliy S.
aureus; y 24 h a 37°C para el caso de C. albicans. Después se agregaron 10 pl de
reactivo MTT (Sigma) y se incubd por 4 h mas. Posteriormente se adicionaron 100
ul de SDS 10% para E. coliy S. aureus, y 100 ul de 2-propanol/1 M HCI (95:5 v/v)

en los ensayos con C. albicans. Todos los experimentos se leyeron a una longitud
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de onda de 595 nm en un espectrofotdmetro de microplacas (DAS) (Jahn et al.,
1995).

8.9.2. Analisis estadistico

Los datos de los ensayos de viabilidad se obtuvieron de tres experimentos
independientes realizados por triplicado. Los resultados se compararon por la
prueba t de Student y se reportaron con * el error estandar promedio. Los valores

de P <0.05 se consideran estadisticamente significativos.
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9. RESULTADOS
9.1. Analisis bioinformatico

Previo a este estudio; Lopez-Gdémez y colaboradores haciendo uso de la
herramienta BLAST del NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cddsrv.cgi), encontraron que la
secuencia del péptido E3 presenta el dominio caracteristico de las y-thioninas
(defensinas), con porcentajes de similitud superiores al 80%. Por lo tanto, para
establecer las similitudes o diferencias entre la secuencia proteica E3 y las
defensinas de plantas ya caracterizadas, se realizd un alineamiento completo en el
programa computacional Clustal X2 version 2.0.11 en el cual se analizaron 370
secuencias tomadas de la base de datos del EMBL-EBI correspondientes a las
defensinas de plantas. Se observo que E3 contiene las 8 cisteinas que pueden
conformar los 4 enlaces disulfuro caracteristicos de estos péptidos
antimicrobianos. Para establecer mediante un modelo predictivo la conformacion
de estos enlaces, se llevdo a cabo el analisis con el programa DISULFIND

(http://disulfind.dsi.unifi.it/), ademas se realizd una prediccion de la posible

estructura terciaria del péptido E3 (Peng y Xu, 2011) (Figura 7). El programa
permitié establecer que el péptido E3 conforma los cuatro enlaces disulfuro,
ademas de que la estructura presenta el motivo CSay caracteristico de estas

defensinas.

Por otro lado, se elaboré un arbol filogenético con las defensinas analizadas
para determinar la ubicacion del péptido E3 dentro de este grupo, asi como las
especies con que se encuentra relacionada evolutivamente (Figura 8). Se observo
que el péptido E3 se encuentra relacionado de manera cercana con defensinas
producidas por especies como: Arabidopsis thaliana, Oryza sativa, Zea mays,

Sorghum bicolor, entre otras.

Para determinar los porcentajes de identidad que presenta el péptido E3

con las defensinas con las que se encuentra mayormente relacionado, se realizo
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un alineamiento de la secuencia completa (Clustal W). Se encontraron porcentajes
de identidad de 28% con una defensina de Oriza sativa y de 43.1% con defensinas

de Eutrema parvulum y Oryza. sativa subp. japonica (Figura 9).
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Figura 7. Alineamiento completo de la secuencia del péptido E3 de P. americana
var. drymifolia y formacién de enlaces disulfuro. A) Se muestra la presencia de 8
cisteinas (marcadas por flechas), las cuales pueden participar en la formacién de
los 4 enlaces disulfuro caracteristicos de las defensinas. B) Prediccion de la
formacién de los enlaces disulfuro (Ceroni et al., 2006) y estructura terciaria del
péptido E3 (Peng y Xu, 2011).
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Figura 8. Arbol filogenético del péptido E3 de P. americana var. drymifolia. Se
realizd un alineamiento completo con 370 secuencias de defensinas de plantas y
se construyo el arbol filogenético con el programa Splits Tree version 4.11.3.
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Figura 9. Alineamiento completo (Clustal W) de 26 secuencias de defensinas
incluido el péptido E3 de P. americana var. drymifolia.
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Un aspecto importante para dar la definicion de defensina al péptido E3 fue
ubicarla en uno de los grupos en los cuales se clasifican las mismas, esto es en
funcién del prepéptido del que provienen. Para ello, se realizd un alineamiento con
un holotipo de las defensinas de tipo 1 (MsDef1 de Medicago sativa) y de tipo 2
(NaD1 de Nicotiana alata) con el péptido E3 (Figura 9). Con este alineamiento se
observd que el péptido E3 analizado esta constituido solamente por un péptido

senal y el dominio activo, por lo que se clasifico como una defensina del tipo 1.

SequenceName | < Pos=1

-+ [ N S §F F B T S I SN
(x| Consensus ‘——MARSXPXXXXXXLXXLLXVAXEXXXTXV—EARTCETXSXXFXGXCIXXXNCASVCXXEXFTDGHCXGXRRRCLCTKPC
3Sequences 10 20 30 40 50 60 10 80 90 100
M. sativa  --MARSVPLVSTIFVFLLLLVATEMGPTMVAEARTCESQSHRFKGECVSDINCASVCRTERFSGGHCRGFRRRCLCTRAC
N.alata  |[--MARSLCFMAFATLAMMLFVAYEV------ QARECKTESNTFPGICITKPPCRRACT SERFTDGHCSKILRRCLCTR PCVEFDERMTRTGAR T LAEEARTLARAL
E3 [@LVKRSPIFYLLLLCFLVIVS—EIAVTRV—EAATCETPSKHFNGLCIRSSNCASVCHGEHE‘TDGRCQGVRRRCMCLKPC
A A _/
—~ —~—
Péptido senal Dominio activo C-terminal

Figura 9. Alineamiento de defensinas de plantas tipo 1 y 2. Alineamiento de
defensinas caracterizadas como tipo 1 (M. sativa) y tipo 2 (N. alata) con la
secuencia del péptido E3.

9.2. Clonacion de la secuencia del péptido E3 en el vector pTracer-EF/V5-His

A (Invitrogen)

Con la finalidad de obtener una construccion adecuada para la expresion
del péptido E3 en las células BVE-EGE7, se disefiaron los oligonucledtidos para
amplificar la secuencia E3, adicionando los sitios de corte de las enzimas de
restriccion Spel y EcoRI (Tabla 7); se utilizé la version A del vector, de esta
manera, el marco de lectura quedd en la fase adecuada para producir a proteina

de fusion que se espera (Figura 10).
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Figura 10. Proteina de fusion predicha como resultado de la fusion del péptido E3
de P. americana var. drymifolia, el epitope V5 y la cola de histidinas presentes en
el vector pTracer EF/V5-His A.

El ADNc del péptido E3 proveniente del fruto de P. americana var.
drymifolia, esta clonado en el sitio Sfil del vector pTriplEx2 y fue donado por el Dr.
Rodolfo Lopez-Gémez (IIQB-UMSNH). Se realizé la extraccion del ADN
plasmidico de este vector y del vector pTracer EF/V5-His A por medio de

minipreparaciones (Figura 11A).

Posteriormente se realizé la amplificacion de la secuencia E3 por medio de
la reacciéon de la polimerasa en cadena (PCR), utilizando los oligonucledtidos
descritos anteriormente; obteniendo una unica banda de 237pb, correspondiente

al tamano esperado (Figura 11B).

El producto amplificado de la secuencia E3 y el vector pTracer EF/V5-HIS
A, fueron digeridos con las enzimas de restriccion Spel y EcoRI (Figura 11C), y
posteriormente se realizé la reaccidon de ligacion, utilizando proporciones molares

de 3:1 (inserto: vector) y se siguio la técnica descrita en la metodologia.
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Figura 11. Generacion de la construccion pTracerE3. A) Vector pTracer EF/V5-
HIS A (carril 1) y vector pTriplEx2 con el inserto de E3 (carril 2). B) Producto de
amplificacion de la secuencia del péptido E3 (carril 1). C) Secuencia E3 (carril 1) y
vector pTracer A (carril 2) digeridos con las enzimas Spel y EcoRI.

El producto de la reaccion de ligacion se utilizé para transformar células de
la cepa XL-Blue de E. coli; la transformacion se llevd a cabo por medio de choque
térmico y se seleccionaron las células transformantes en cajas de LB sdlido con
ampicilina y zeocina. Se seleccionaron 10 clonas y se analizaron por
minipreparaciones y PCR, de esta manera se asegurd que el plasmido contiene el

inserto de la secuencia E3 (Figura 12).

A) C1 C2 C3 C4 C5 Ce6 C7 C8 cC9 c10

B)

C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10

517/506pb —> B
' <€— 237pb

Figura 12. Comprobacion de la insercion del ADNc del péptido E3 en la
construccién pTracerE3. (A) Minipreparaciones y (B) PCR de las 10 clonas
seleccionadas.
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Solo se observo el producto de amplificacion esperado en las clonas C2,
C3, C7 y C8; de estas, la clona C7 presentd una intensidad de banda mayor por lo

cual se utilizé esa clona para la transfeccién de las células BVE-EGE7.

Por medio de secuenciacion del fragmento amplificado por PCR y el ADN
plasmidico de la clona C7, se comprobd que la proteina de fusion esperada se

integro al vector pTracer EF-V5 His A en la fase correcta (datos no mostrados).
9.3. Transfeccion de las células BVE-E6E7 con el vector pTracerE3

Utilizando el ADN plasmidico de la clona C7, se tranfectaron las células
endoteliales BVE-EGE7 siguiendo la metodologia descrita anteriormente. Ademas
se transfectaron células BVE-EGE7 con el vector pTracer EF/V5-HIS A, con la
finalidad de emplearlas como control negativo en los ensayos posteriores. Las
células transfectadas fueron seleccionadas por 15 dias con zeocina en un medio

de cultivo minimo (Optimem).

Después de transcurrida la seleccidn con el antibiotico las células se
observaron en un microscopio confocal (Olympus fluoview F100). Se observo que
algunas células de la poblacién policlonal presentaron la fluorescencia
caracteristica de la proteina GFP, la cual estd contenida en la construccion
pTracer E3 como gen reportero (Figura 13). De esta manera se demostré que las
células estaban transfectadas y expresando los elementos contenidos en el vector

pTracer E3.
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Figura 13. Expresion de la proteina GFP en: A) poblacion policlonal de células
control (pTracer EF/V5-HIS A); y B) poblacion policlonal de células transfectadas
con el vector E3pTracer. Fotografia tomada en campo claro (1) o con
fluorescencia (2). En ambos casos 1y 2 corresponde al mismo campo.

9.4. Seleccion de poblaciones monoclonales

Una vez obtenida la poblacion policlonal, se realizé la seleccion de 10
clonas por dilucién limitante, esto con el objetivo de tener una poblacion

proveniente de una sola célula (Figura 14).
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Figura 14. Expresion de la proteina GFP en: A) poblacion monoclonal de
células control (pTracer/BVE-E6GE7); y B) poblacion monoclonal de células
transfectadas con el vector pTracer E3. Fotografia tomada en campo claro (1) o
con fluorescencia (2). En ambos casos 1y 2 corresponde al mismo campo.

De las clonas obtenidas se seleccionaron las 9 poblaciones que

presentaron mayor intensidad de fluorescencia
9.5. Determinacion de la expresién del ARNm del PA E3

Se realizé una extraccion de ARN total de la poblacién policlonal de las
células BVE-EGE7 transfectadas y por medio de una RT-PCR se determiné la
expresion del mensajero del péptido E3 usando los oligonucleétidos disefiados
previamente. Se utiliz6 como control negativo el ADNc de las células transfectadas
con el vector pTracer EF/V5-HIS A (pTracer/BVE-EGE7) y de las células sin
transfectar (BVE-EGE7); como control interno se empled el gen constitutivo de la
enzima gliceraldehido 3-fosfato dehidrogenasa (GAPDH) (Yonezawa et al., 2009)

para verificar la integridad del ADNc analizado (Figura 15).
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Figura 15. Demostracion de la expresion del ARNm del PA E3 en las células BVE-
EGE7. Carriles 1-3 ADNc de células sin transfectar (BVE-E6-E7), carriles 4-6
ADNCc de células transfectadas con el vector pTracer EF/V5-HIS A (pTracer/BVE-
E6GE7) y carriles 7-9 células trasfectadas con la construccién pTracerE3 (pE3/BVE-

E6-E7).

Los carriles 1, 4 y 7 de la figura 15 fueron designados como controles
negativos, en dichas reacciones no se adicion6 ADNc con lo que se demostro que
la reaccion esta libre de contaminacion. También se observo la banda
correspondiente al producto de amplificacion del gen constitutivo GAPDH en las
tres poblaciones de células (carril 2, 5 y 8), confirmando asi, la integridad del
ADNc que se estd trabajando. Cuando se utilizaron los oligonucledtidos
especificos para E3 en las tres poblaciones celulares (carril 3, 6 y 9), el unico
carril que presenté un producto de amplificacion fue el correspondiente al ADNc de
las células pE3/BVE-EGE7 (carril 9).

-52-



Programa Institucional de Maestria en Ciencias Biologicas

)
| CMEB

De esta manera se demostré que la construccidn pTracer E3 se esta
transcribiendo en las células transfectadas y es un indicador preliminar de que el

péptido E3 se esta expresando.

Una vez determinada la presencia del ARNm del péptido E3 en la poblacién
policlonal, se realiz6 la sintesis de ADNc de las diferentes poblaciones
monoclonales para determinar, por medio de RT-PCR y densitometria optica, la
expresion relativa del péptido E3 utilizando el gen constitutivo de B-actina para

normalizar los datos (Figura 16).

Y e ke

unidades relativas

B)

- — — - —— o C— S —

Figura 16. Expresion relativa del péptido E3 en las diferentes clonas. Ensayo
realizado por densitometria éptica. A) Productos de amplificacion correspondientes
a B-actina y B) Productos de amplificacion correspondientes al péptido E3.

Los resultados obtenidos muestran que en todas las monoclonas el ARNm

del péptido E3 esta expresandose de manera uniforme, con una variacion maxima
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en la expresion de 1.1 unidades relativas, lo que podria tener alguna correlacion
con la actividad antimicrobiana que se observé con el medio condicionado de cada

monoclona.
9.6. Preparacion de medios condicionados

La secuencia de la proteina recombinante E3 contiene un péptido sefal que
permite que la proteina se excrete al medio de cultivo, por lo cual, se recuperé el
medio condicionado de las 9 clonas asi como de los controles (pTracer/BVE-EGE7
y BVE-EGE7). Todos los medios se centrifugaron por 10 min a 1500 rpm y se
decantaron para eliminar los posibles restos celulares. Los MC se almacenaron a

-20°C hasta su utilizacion.
9.7. Determinacion de la proteina total

Se midié la cantidad de proteina total del MC de cada clona por el método
Bradford, que esta fundamentado en que el colorante azul de Coomassie G-250
en solucion acida, existe en dos formas una azul y otra naranja. Las proteinas se
unen a la forma azul para formar un complejo proteina-colorante con un

coeficiente de extincién mayor que el colorante libre.

El rango de proteina total calculada para cada clona fue de 0.3-0.4 ug/ul. El
péptido E3 no es la unica proteina liberada al medio, las células endoteliales
liberan varios factores de crecimiento, enzimas y hormonas; debido a esto, en
estudios previos donde se utilizéd el mismo modelo de expresion para PA, se
calculé que la proteina recombinante corresponde aproximadamente al 2% de a la

proteina total liberada al medio (Loeza et. al. 2008).
9.8. Ensayo de viabilidad de las células BVE-EGE7

Una vez obtenidos los MC y cuantificada la proteina total, se evalud el

efecto de éstos sobre la viabilidad de las células BVE-EGE7 para descartar la
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posibilidad de que el péptido E3 per se, tenga un efecto negativo en la viabilidad

de las células sanas.

Se realizé un recuento de células vivas integras por exclusién del azul
tripano; este método esta basado en que las células vivas (viables) no captan el
colorante mientras que las células muertas (no viables) si lo hacen. Las células

muertas se tifien de azul y las vivas son refringentes.

En la figura 17 se muestran los resultados de dos recuentos realizados a las
24 y 48 h de tratamiento con el MC de las células control (pTracer/BVE-EGE7) y de
la P7 que expresa el péptido E3, por separado; la concentracion de proteina total
utilizada fue de 50 y 100 pg/ml. Una vez analizados los datos se observo que
ninguno de los tratamientos disminuyd la viabilidad de las células de manera

significativa.

M24n

—— [ == — 1 e — —

Figura 17. Ensayo de viabilidad de las células BVE-EGE7. Experimentos
realizados a las 24 h y 48 h de tratamiento. CT= células totales y CM= células
muertas.
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9.9. Medicion de la actividad antimicrobiana del péptido E3

Debido a que este trabajo se plantea realizar la primera evaluacion de la
expresion y la actividad del PA E3 de aguacate, se seleccionaron cepas
certificadas de microorganismos representativos de los tres principales grupos que
son: bacterias Gram negativas (E. coli 0111), bacterias Gram positivas (S. aureus
ATCC 27543) y hongos (C. albicans ATCC 10231). La actividad antimicrobiana se
midioé con la técnica colorimétrica conocida como MTT. Este ensayo se basa en la
reduccion metabdlica del Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol
(MTT) realizada por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa en un
compuesto de color azul (formazan), permitiendo determinar la integridad funcional
de la mitocondria de las células tratadas. Este método ha sido muy utilizado para
medir supervivencia y proliferacion celular. La cantidad de células vivas es

proporcional a la cantidad de formazan producido.

Se realizaron tres experimentos independientes por triplicado para evaluar
la actividad de los MC de las 9 poblaciones monoclonales seleccionadas,
incluyendo los MC de los controles negativos (pTracer/BVE-E6E7 y BVE-EGE7) y
gentamicina (40 pg/ml) como control positivo. También se incluyé en el ensayo el
MC de la poblacién policlonal (E3Policlonal). De esta manera se compararon los
resultados con las monoclonas para establecer si la seleccidon de las clonas
provee de una mayor cantidad de proteina recombinante y por lo tanto una mayor
actividad. Se utilizé un rango de concentraciones de proteina total de 10-100 pug/ml
(Figura 15).
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Figura 18. Ensayo de viabilidad de E. coli por MTT. Evaluacién de los MC de las
poblaciones monoclonales (P1-P9), la poblacion policlonal (E3Policlonal), los
controles negativos (BVE-EGE7 y pTracer/BVE-EGE7), y gentamicina a una
concentracion de 40 pg/ml como control positivo de inhibicidn. Se presenta la
media de 3 experimentos independientes por triplicado; * muestran diferencias
significativas con respecto a los controles (P< 0.05).

Tabla 9. Inhibicién del crecimiento de E. coli con el MC (100 pg/ml) de las células
BVE-EGE7 que producen el péptido E3.

E3Policlonal P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9

% Inhibicién 32.0 852 813 846 769 872 896 91.1 824 76.3

A concentraciones de 10, 25 y 50 pg/ml los MC de las poblaciones poli y
monoclonas no mostraron diferencias significativas con respecto al control
(pTracer/BVE-E6GE7) (Figura18). La actividad antimicrobiana de los MC de las
monoclonas se ve reflejada a la concentraciéon mayor (100 ug/ml) la cual provoco

un maximo de inhibicion de E. coli del 91.1% (Tabla 9).

Los resultados del ensayo de viabilidad de S. aureus se muestran en la
figura 19. Para este microorganismo las concentraciones de 10 y 25 uyg/ml no

presentaron disminuciones significativas respecto al control; sin embargo, la
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disminucién del crecimiento fue significativa a la concentracion de 50 pg/ml
alcanzando un maximo de inhibicién del 56% (Tabla 10). En la concentracién de
100 pg/ml los porcentajes de inhibicion se incrementaron considerablemente,

llegando a un maximo de 85.6% (Tabla 10).

Tanto en el ensayo con E. coli y S. aureus, se mostraron diferencias
significativas entre la poblacion policlonal y las 9 monoclonas, con lo que se
confirmé que la seleccion de las poblaciones clonales de células permite obtener

mayor cantidad de la proteina recombinante.

H(+)
EBVE-EGE7
upTracer/BVE-EGE7

u E3Policlonal
uP1
‘ ° uP2
000000
° ° uP3
* *
* % % uP4
% k| %k
uP5
EP6
uP7
uP8
uP9

Hg/ml

Absorbencia

Figura 19. Ensayo de viabilidad de S. aureus por MTT. Evaluacion de los MC de
las poblaciones monoclonales (P1-P9), la poblacion policlonal (E3Policlonal), los
controles negativos (BVE-E6E7 y pTracer/BVE-E6GE7), y gentamicina a una
concentracion de 40 pg/ml como control positivo de inhibicion. Se presenta la
media de 3 experimentos independientes por triplicado; ° y * muestran diferencias
significativas con respecto a los controles (P< 0.05).
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Tabla 10. Inhibicidn del crecimiento de S. aureus con MC de las células BVE-
EGE7 que producen el péptido E3.

% de Inhibicion

Clona 50 pg/mi 100 pg/mi
E3Policlonal 33.2 39.4
P1 56.0 80.1
P2 50.9 79.7
P3 47.8 85.6
P4 50.0 70.4
P5 51.6 80.1
P6 48.3 79.7
P7 47.8 75.5
P8 49.6 74.4
P9 42.7 68.1

En la figura 20 se muestra el resultado de los ensayos de viabilidad de C.
albicans, se utilizd el mismo rango de proteina total que para las bacterias
analizadas (10-100ug). Sin embargo los MC de las células que expresan el
péptido E3 no presentd inhibicion del crecimiento del hongo con ninguno de los

tratamientos aplicados.
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Figura 20. Ensayo de viabilidad de C. albicans por MTT. Evaluacion de los MC de
las poblaciones monoclonales (P1-P9), los controles negativos (BVE-E6E7 vy
pTracer/ BVE-EGE7), la poblacion policlonal (E3Policlonal) y anfotericina (1 ng/ml)
como control positivo. Se presenta la media de 3 experimentos independientes por
triplicado.
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10. DISCUSION

El cultivo de aguacate es uno de los mas importantes en México, el cual es
el principal productor a nivel mundial (FAOSTAT, 2009). El aguacate (P.
americana Mill.) tiene su origen en un area geografica que se extiende desde el
centro y oriente de México, pasando a través de Guatemala, hasta la costa del
Océano Pacifico en Centroamérica (Smith 1966, 1969). Como resultado de la
amplia distribucién del germoplasma de aguacate hacia regiones distantes de sus
sitios de origen ocurrid un cruzamiento interracial, a tal grado que en la actualidad
los cultivares econdmicamente importantes, tanto en areas tropicales como

subtropicales donde se cultivan, son resultado de la hibridacién entre razas.

Actualmente, Michoacan es el mayor productor de aguacate del pais, con
una produccion de alrededor de 0.8 a 1 millon de toneladas (Quero et al., 2003) y
un porcentaje importante de esta producciéon es de P. americana Mill Var.
drymifolia o aguacate criollo mexicano. A pesar de su importancia econémica poco
se sabe de su genoma y es bien sabido que la mayoria de los problemas de
produccion tienen una base genética. En este sentido, Lopez-Gémez en 2007
realizé un proyecto de ESTs (Expressed Sequence Tags) generados a partir del
fruto de aguacate criollo mexicano, encontrando que un porcentaje significativo de
los genes identificados estan relacionados con la defensa de la planta. Este
resultado es congruente con un estudio previo que demuestra que el aguacate
criollo presenta mayor resistencia al ataque por patdogenos, en relacion a otras
variedades (Sanchez-Pérez 2007). Dentro de los genes identificados relacionados
con la defensa de la planta se encontraron varias secuencias homoélogas con
inhibidores de proteasas, una de ellas presentd una alta similitud con las

defensinas de plantas, la cual fue denominada péptido E3.

La familia de las defensinas de plantas es numerosa y esta ampliamente
distribuida tanto en monocotiledoneas como dicotiledoneas (Thomma et al., 2002).

Estos péptidos antimicrobianos estan constituidos por un dominio caracteristico, el
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cual contiene 8 cisteinas altamente conservadas que forman 4 enlaces disulfuro
que estabilizan su estructura terciaria (Thomma et al., 2002; Ceroni et al., 2006).
En base a estos elementos se utilizd la secuencia deducida del péptido E3 para
llevar a cabo un analisis en la base de datos del NCBI con la herramienta BLAST.
Se encontro que el péptido E3 posee una similitud superior al 80% con el grupo de
defensinas de plantas, y que este posee el dominio de las 8 cisteinas, por lo cual
se definié a este péptido antimicrobiano (PA) como una posible defensina. Otro
aspecto que caracteriza a las defensinas es su clasificacion estructural, en este
trabajo se realizé un alineamiento de la secuencia del péptido E3 con las
secuencias de defensinas de tipo 1y 2 con el que se determiné que el péptido E3
pertenece al primer grupo, como la mayor parte de las defensinas, ya que las
defensinas de tipo 2 han sido aisladas solamente de las flores de diferentes
especies de solanaceas, como la defensina NaD1 de Nicotiana alata (Lay et al.,
2005).

Una vez que se establecio que el péptido E3 posee los elementos basicos
para definirlo como una defensina, se realizé un analisis filogenético con las
secuencias de defensinas de plantas reportadas en el EMBL-EBI. Se obtuvieron
370 secuencias y se observo que muchas de ellas provienen de la misma especie
vegetal; esto ya es conocido, incluso se ha reportado que muchas de las especies
vegetales presentan en su genoma entre 15 y 50 defensinas (Silverstein et al.,
2005). Mas aun, existe también un reporte donde se identificaron mas de 300
secuencias tipo defensinas en Arabidopsis thaliana (Silverstein et al., 2005). El
aguacate es una dicotiledénea; sin embargo, se observo que la defensina E3 se
encuentra relacionada con las defensinas de monocotiledéneas (Zea mays,
Sorghum bicolor, Oryza sativa) (Figura 4). Este resultado no es extrafio ya que
esta documentado que PA similares pueden encontrarse distribuidos en ambos

grupos de plantas (Thomma et al., 2002).

La presencia de los 8 residuos de cisteinas conservados en las defensinas
de plantas es una caracteristica fundamental que define a estos PA, ya que son
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importantes tanto en el aspecto estructural como funcional. La conservacion del
dominio de los puentes disulfuro les permite a las defensinas presentar una gran
variabilidad en su secuencia de aminoacidos pero poseer estructuras terciarias
conservadas (Padovan et al., 2010). En el caso de la defensina E3, se observd
que posee una identidad de 43.1% con 25 defensinas con las que esta
relacionada filogenéticamente (Figura 5). Esta variacion en la estructura primaria
puede explicar en parte las diferentes actividades bioldgicas de las defensinas de
plantas, que incluyen la actividad antimicética, antibacteriana y de proteasa
(Padovan et al., 2010).

En este trabajo se utilizd el vector de expresion pTracer-EF/V5-HisA al cual
se le introdujo el ADNc de la defensina E3 para obtener el vector pTracerE3 con el
cual se transformé a células de E. coli. Las colonias se seleccionaron con zeocina
y las transformantes se analizaron por minipreparaciones y PCR (Figura 9). Se
seleccionaron 10 clonas; sin embargo, no se logro obtener productos de
amplificacion en todas; esto puede ser debido a que el ADN con el que se realizd
la transformacion aun contenia moléculas del vector pTracer-EF/V5-HisA que no
fueron digeridas con las enzimas de restriccion, y por lo tanto, se obtuvieron
bacterias con los elementos necesarios para resistir la seleccidn con zeocina, pero

que no poseen el inserto del ADNc del péptido E3.

La eleccion de células de mamifero como modelo de expresion heterdloga
presenta ventajas importantes en comparacion con otros modelos como las
bacterias, ya que estas células garantizan modificaciones postraduccionales como
los puentes disulfuro, glicosilacion y amidacion que son importantes para
garantizar la actividad de la defensina (Tossi y Sandri, 2002). La linea celular BVE-
EGE7 ofrece estas caracteristicas y en el inicio del presente trabajo no se habia
reportado la expresidon de PA en ellas. Sin embargo, recientemente se demostré la
expresion del PA [B-defensina-2 humana en células de endotelio de corddn
umbilical humano (HUVECSs) (Kawsar et al., 2010). Para descartar que los posibles

efectos antimicrobianos pudieran estar dados por la expresiéon de PA propios de

-63 -



Programa Institucional de Maestria en Ciencias Biologicas “"| BHEE

las células BVE-EGE7, en los experimentos de evaluacion de la actividad se

incluyé como control negativo los MC de las células BVE-EGE?7 sin transfectar.

La transfeccion de las células de mamifero se realizd por el método de
lipofeccidn que es un método de alta eficiencia, de 5 a 100 veces mas que otras
técnicas dependiendo del tipo celular. Es una técnica simple, altamente
reproducible y efectiva para transfecciones estables (Felgner et al.,, 1987). La
eficiencia de transfeccién de las células BVE-EGE7 por este método fue del 30%
aproximadamente, lo que coincide con trabajos previos que obtienen una
eficiencia de 35% £ 3.3 en células endoteliales (Oua et al., 2003).La construccion
pTracerE3, con la que fueron transfectadas las células, contiene los genes
necesarios para conferir a las células varias caracteristicas necesarias para su
seleccion, como son la resistencia al antibiético zeocina y la expresion del gen
reportero de la proteina verde fluorescente GFP. La primera seleccion se realizé
con el antibidtico, ademas de un proceso de enfriamiento a 4°C por 2 h, con el
cual se detiene el ciclo celular por un corto tiempo, lo que permite que la zeocina
actue dando como resultado la muerte de las células poco resistentes a este
antibiético (Manual Zeocina Invitrogen). EI segundo método de seleccion fue
identificar la fluorescencia de las células transfectadas (Figura 10). Se observd
que las células de la poblacion policlonal presentaban diferencias en la intensidad
de la fluorescencia, esta variacion puede ser atribuida a que la transfeccion es un
proceso al azar y se pueden integrar mas de una molécula de pTracerE3 al
genoma de la célula. Sin embargo, para demostrar esto es necesario determinar el
numero de copias que se integraron en las células. Para disminuir las posibles
variaciones en la expresion de la defensina E3 en las células endoteliales
transfectadas, se obtuvieron poblaciones monoclonales por el método de dilucion
limitante. Se seleccionaron 9 clonas las cuales no mostraron diferencias en la
intensidad de fluorescencia. También se analizdé la posible variaciéon en la
expresion del ARNm de la defensina E3 en cada clona, resultados obtenidos no

mostraron deferencias significativas, lo que coincide con las evaluaciones de la
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actividad que presento6 cada clona. Por lo anterior se puede inferir que existe cierta
correlacion entre la expresidon del ARNm de la defensina E3 y la actividad

antimicrobiana que presenta.

La obtencién de los MC se realizd a partir de las poblaciones monoclonales
que mostraron una mayor intensidad de fluorescencia, esto con el fin de
incrementar la probabilidad de obtener una mayor cantidad de la proteina

recombinante (Figura 11).

Para probar la actividad antibacteriana de la defensina E3, se recupero el
medio condicionado (MC) de 9 clonas y se evalu6 su efecto sobre la viabilidad de
las bacterias por el método de MTT (Figuras 15 y 16). En ninguno de los
experimentos se encontraron diferencias significativas entre la actividad
antibacteriana que presentan las monoclonas, lo que se relaciona directamente
con el hecho de que la expresion del ARNm también es homogénea en las 9

poblaciones analizadas.

En el ensayo de viabilidad de E. coli los MC presentaron un claro efecto
inhibitorio (hasta un 91.1%) a una concentraciéon de 100 pug/ml de proteina total.
Para S. aureus se presentd un efecto dependiente de concentracion, que llegé a
un maximo de inhibicion del 86% con 100 ug/ml de proteina total. Estos resultados
demuestran la actividad antibacteriana de la defensina E3. Sin embargo, la
concentracion de proteina utilizada en los ensayos contiene todas las proteinas
expresadas por las células BVE-EGE7 de manera natural, como factores de
crecimiento, enzimas y hormonas. En estudios previos donde se utilizé el mismo
modelo de expresidon para PA se estimé que la proteina recombinante
corresponde aproximadamente al 2% de la proteina total liberada al medio (Loeza
et. al., 2008). Aunque en este trabajo no se determiné la cantidad de proteina que
corresponde a la defensina E3, de acuerdo a los datos previos se puede estimar
que la concentracion de la defensina E3 que se utilizod en los ensayos es similar 2

pg/ml. Sin embargo, esta concentracion es mucho menor a la concentraciéon de la
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defensina Cp-thionin Il de Vigna unguiculata necesaria para inhibir el crecimiento
de las mismas especies bacterianas, E. coliy S. aureus (>60 pg/ml) (Franco et al.,
2006). No obstante, se puede inferir que los niveles de expresiéon de la defensina
E3 con el modelo utilizado en este trabajo son menores a los obtenidos con otros
modelos, por ejemplo en la expresion del PA histonina en E. coli se obtuvieron 167
mg del péptido por cada litro del cultivo (Jung et al., 2008). Sin embargo, en
modelos eucariotas, como las plantas que permiten garantizar las modificaciones
postraduccionales de la proteina recombinante se obtienen bajos rendimientos,
como los obtenidos en la expresion de las defensinas DmAMP1 y RsAFP2
procedentes de semillas de Dahlia merckii y Raphanus sativus, respectivamente,
las cuales al ser expresadas en Arabidopsis thaliana se obtuvieron valores que

correspondian al 0.62% de la proteina total soluble (Francois et al., 2002).

El hecho de que los MC de las poblaciones monoclonales presenten
actividad a una concentracion de proteina total menor para S. aureus que para E.
coli (50 y 100 ug/ml, respectivamente), puede estar dado por las diferencias en la
estructura de la membrana y la pared celular de ambos microorganismos. El
umbral de la concentracion efectiva de la defensina puede variar en funcion de la
composicidn general de la membrana que es caracteristica de cada especie
bacteriana; como la composicion de fosfolipidos, la fluidez y la carga neta que
posee la pared celular (Yeaman y Yount, 2003). Existen componentes especificos,
y particularmente anionicos en las membranas Gram positivas y negativas, que
también juegan un papel importante en la interaccion de la defensina con el
patdgeno; por ejemplo el lipopolisacarido en Gram negativas y el acido teicoico en
Gram positivas (Brabosa et al.,, 2011). Estas interacciones pueden ser
determinantes en el efecto que produce la defensina E3 en E. coli y S. aureus.

Hasta este punto del estudio se demostré la actividad antibacteriana de la
defensina E3. Sin embargo, es pertinente sefalar que se ha establecido que la
principal actividad que poseen las defensinas de plantas es la antifungica
(Thomma et al., 2002). Interesantemente, los resultados obtenidos bajo las
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condiciones evaluadas en este trabajo no permitieron detectar esta actividad en
los MC evaluados contra Candida albicans. Existen en la literatura algunos
trabajos que coinciden con los resultados encontrados con la defensina E3 de
aguacate. Se han reportado defensinas que presentan actividad antibacteriana
pero no antimicotica, como es el caso de algunos miembros de la familia de
defensinas de espinaca So-D1, 2, 6, 7 que tienen una DEsy de 1-15 uM con
bacterias como Clavibacter michiganensis y Ralstonia solanacearum pero no
presentan efecto con hongos como Fusarium culmorum y F. solani (Segura et al.,
1998). Sin embargo, otro aspecto importante a considerar para que la defensina
actue como antifungico es la concentracion, ya que existen reportes en los que se
utiliza la defensina pura a rangos de concentraciéon muy amplios (1 a <6 uM)
(Sagaram et al., 2011). No obstante, las concentraciones de defensina E3 que se
utilizaron en este trabajo son 10 veces menores a las reportadas por Sagaram y
col (2011), lo que podria explicar el hecho de que no se detectd efecto inhibitorio
de la defensina E3 contra C. albicans. Sin embargo, no se puede descartar que la
defensina E3 tenga actividad antifungica, para ello se requiere probar los MC
contra un grupo mas amplio de hongos, entre ellos los patdégenos fungicos del
aguacate. En este sentido, existen referencias que sefialan la posible participacion
de receptores especificos de union a defensinas presentes en la superficie de la
hifa fungica (De Samblanx et al., 1997). De ser asi, cabe la posibilidad de que no
todas las especies de hongos posean estos receptores y que los hongos
patdgenos propios de la planta sean blancos especificos para las defensinas de la
misma especie. No obstante, estos receptores no han sido caracterizados como
tales, el indicio de su existencia esta dado en funcidn de sitios de union
especificos en la molécula de la defensina que son esenciales para su actividad,
asi como su interaccion con componentes especificos de la pared celular fungica
como son los esfingolipidos que actuan como receptores (Ramamoorthy et al.,
2009). Por todo lo anterior, queda establecida la necesidad de realizar estudios
mas profundos acerca del mecanismo de accion de las defensinas de plantas,
entre ellas la defensina E3.
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Finalmente, en este trabajo se logré establecer que existen PA en el fruto
de aguacante criollo (P. americana var. drymifolia), particularmente una
defensinas. Esto abre la posibilidad de desarrollar posibles herramientas
biotecnolégicas para su uso en farmacologia, ademas de que se pueden emplear
estos PA en el mejoramiento genético de las plantas, incluyendo el aguacate, e
influir de esa manera a la optimizacion de los procesos de produccion. También

abre la posibilidad de encontrar otros PA en la planta de aguacate.
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11.- CONCLUSION

El péptido E3 de aguacate (Persea americana var. drymifolia) producido por
células endoteliales de bovino presenté actividad antimicrobiana frente a
Escherichia coli, Staphylococcus aureus y no mostréo efecto contra Candida

albicans bajo las condiciones analizadas.
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