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Resumen

Las bacteriocinas son péptidos antimicrobiadesintesis ribosomal producidos por
microorganismos, principalmente del dominio baatdras bacteriocinas producidas por
bacterias Gram positivo o0 Gram negativo, preseatanactividad tdéxica sobre especies
bacterianas estrechamente relacionadas con laibgmteductora. Para ejercer su accion
antimicrobiana las bacteriocinas utilizan recemoreespecificos localizados
exclusivamente en la bacteria blanco, por lo tamt@mente se observa actividad
citotoxica sobre células eucariontes. No obstamigunas bacteriocinas inhiben
especificamente el crecimiento de lineas celulageplasicas.

Debido a estas propiedades, las bacteriocinas ntiemea potencial aplicacion
biotecnoldgica por su posible uso como alternatéivlas tratamientos con antibidticos
tradicionales, o como nuevos antibiéticos contrédgenos multirresistentes, como
preservantes o desinfectantes en la industria atioi@, y en el area biomédica como

antineoplasicos para combatir algunos tipos deeranc

En nuestro laboratorio encontramos un nuevaopt@sto antimicrobiano del tipo
bacteriocina producido por la cepa Essudomonas aeruginosa 0400, al que hemos
denominado gicina A. Este compuesto es capaz diirinh selectivamente, el
crecimiento de bacterias Gram positivo. Debido & gqu existen informes en la
literatura de bacteriocinas producidas por bacefBram negativo que presenten
actividad antimicrobiana solamente sobre bacte@aam positivo, el estudio del
mecanismo de accion y las propiedades bioquimieagiaina A constituye un valioso

aporte en la busqueda de nuevas sustancias aiaicas.

El objetivo general de esta tesis fue “Pcaifj caracterizar bioquimicamente, y
evaluar tanto el mecanismo de accion antibacteri@ngicina A, como su toxiciddad

Xii



vitro sobre lineas celulares eucariontes”. Para logsie ebjetivo se realizé la
purificaciéon de gicina A mediante cromatografiascelumnas hidrofébicas y HPLC.
Mediante electroforesis de proteinas y espectréand masas se determind que esta

proteina tiene una masa molecular de 7925 Da.

La evaluacion de sus propiedades bioquimieasodtré que la actividad de gicina A
es estable a un amplio rango de temperaturas, rmanse actividad al ser solubilizada
en una amplia gama de solventes y presenta unar retyj@dad al ser solubilizada a un
pH neutro. Por otra parte empleado gicina A puade se confirmd que esta posee una

actividad antibacteriana selectiva por bacterian@positivo.

Estudios de alteracion de la cinética de orEgito de la bacteria blanco y ensayos de
microscopia de fluorescencia indicaron que gicinpo&ee un efecto bactericida sobre
bacterias Gram positivo y que este efecto es prddymr una permeabilizacion en la

membrana celular.

La evaluacion de la citotoxiciddd vitro de gicina A sobre células eucariontes
mostré que esta bacteriocina ejerce una leve ttadcen las lineas de origen tumoral,

sin embargo no se observo efecto citotdoxico sawdimeas celulares no tumorales.
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Abstract

Bacteriocins are antimicrobial peptides riboally synthesized produced by
microorganisms, mainly from Bacteria domain. Bdotgns produced by Gram positive
or Gram negative bacteria, present a toxic actiertybacterial species closely related to
the bacteriocin producing bacteria. To exert itfnaicrobial action, bacteriocins use
specific receptors exclusively located in the targacteria, therefore rarely cytotoxic
activity on eukaryotic cells can be observed. Hosvesome bacteriocins specifically

inhibit growth of neoplastic cell lines.

Because of these properties, bacteriocins haveotential for biotechnological
application for its possible use as an alternatvihe traditional antibiotic treatments, or
as new antibiotics against multi-resistant pathegemnlso as preservatives or
disinfectants in food industry, and in biomedic&ld as antineoplastics. In our
laboratory we have found a new antibacterial comgowith bacteriocin properties
produced by théseudomonas aeruginosa O400 strain, which we called gicin A. This

compound is able to selectively inhibit the growtiGram positive bacteria.

Because there are no reports in the literatureaofdsiocins produced by Gram negative
bacteriathat have antimicrobial activity only on Gram-pogtbacteria, the study of the
mechanism of action and biochemical properties wingA is a very valuable

contribution to the search of new antimicrobial stabces.

The overall aim of this thesis was to “Purifaracterize biochemically, and assess
both the antibacterial action mechanism of giciraAdl itsin vitro toxicity on eukaryotic
cell lines”. To achieve this objective the purifice of gicin A was performed by a

hydrophobic column chromatography and HPLC.
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Protein electrophoresis and mass spectronadtgrmined that this protein has a
molecular mass of 7925 Da. The evaluation of itclhéemical properties showed that
the activity of gicin A is stable at a wide tempara range, it retains its activity when is
solubilized in a wide range of solvents and hagyhdr activity when is solubilized at a
neutral pH. Moreover, employing purified gicin A svaonfirmed that it has a selective

antibacterial activity against Gram positive baeter

Alteration studies of the growth kinetics dfettarget bacteria and fluorescence
microscopy indicated that gicin A has a bactericetect on Gram positive bacteria and

that this effect is produced by cell membrane paimization.

The evaluation of cytotoxicity vitro of gicin A on eukaryotic cells shows that this
bacteriocin has a mild toxicity on tumoral origieliclines, however we noticed no

cytotoxic effect on non tumoral origin cell lines.
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1. Introduccién

1.1 Los péptidos antimicrobianos

El fendbmeno de antagonismo microbiano medigdo péptidos ha tomado mucha
importancia debido a que este tipo de sustanceseptan una rapida actividad téxica sobre un
amplio espectro de bacterias, las que ademas tleajanpropension a desarrollar resistencia a
este tipo de compuestadldqueda y cols., 2008 Una gran variedad de organismos producen
péptidos antimicrobianos como mecanismo de def¢dhsassen y cols., 2006 Ellos estan
ampliamente distribuidos en la naturaleza siendmywidos por mamiferos, aves, anfibios,
insectos, plantas y microorganismos. Por ejemplmamiferos estos péptidos son expresados
en fagocitos y células epiteliales de las mucdsasinsectos los péptidos antimicrobianos son
liberados hacia la hemolinfa en respuesta a algnieecion bacteriana. Del mismo modo la piel
de algunas ranas contiene glandulas que produtetipgsde polipéptidos y les permite vivir en
aguas que poseen una gran cantidad de microorgamidem el caso de las bacterias, los
péptidos antimicrobianos producidos por ellas semodhinados bacteriocingdissen-Meyer y
Nes, 1997).

1.2 Bacteriocinas

Las bacteriocinas son compuestos antibactesjade naturaleza protéica, las cuales son
sintetizadas por una determinada cepa bacteriapge Ypueden actuar sobre cepas de la misma
especie u otras relacionad@domura, 1967) Estos compuestos difieren de los antibidticos
tradicionales ya que actdan sobre un estrecho tegsgkxbacterias que estan relacionadas con la

cepa productoréRiley y Wertz, 2002).

Las bacteriocinas fueron detectadas por pemer por André Gratia en 1925, quien observo
la inhibicion del crecimiento de algunas cepasEdecoli por la accibn de un compuesto

antibacteriano liberado al medio por la c&paoli V, a este compuesto lo denominé Colicina V



(Oscariz y Pisabarro, 2001; Gratia, 1925)Sin embargo el primero en acufiar el término

bacteriocina fue Jacob en el afio 1988mura, 1967; Jacob y cols., 1952).

En general podemos clasificar las bacterigciera dos grandes grupos: las producidas por

bacterias Gram positivo y las producidas por Gragativo(Gillor y cols., 2008).

Las bacteriocinas producidas por bacterias mGrpositivo han sido clasificadas
preferentemente por su estructura primaria y swactaisticas bioquimicas. La clase | esta
compuesta por péptidos pequefios (menores a 5 kiba)contienen los aminoacidos poco
frecuentes lantioning-metil lantionina, y residuos deshidratados; ejempmle bacteriocinas de
esta clase son: nisina y lactocina S. La clasettesponde a péptidos (menores a 10 kDa)
termoestables que no contienen lantionina y cuycaniemo de accion se debe principalmente a
la permeabilizacién de la membrana de la bactéaiacb. En este grupo tenemos como ejemplo
a pediocina PA-1 y lactococcina A. La clase llicempone de proteinas termolabiles (mayores
a 30 kDa) y cuyo mecanismo de accion no se coriece Ademas se ha propuesto la existencia
de una cuarta clasificacion, la clase IV, en lal @ agrupan las bacteriocinas complejas
compuestas por un motivo proteico mas un motivenmuai (carbohidratos, lipidos). Dentro de
este grupo estarian la plantaricina S, pediocind, Sehtre otragHéchard y Sahl, 2002;
Klaenhammer, 1993)

En el caso de las bacteriocinas de bactemasi@egativo la clasificacion mas usada se basa
en su masa molecular, denominandose colicinas laalaeriocinas con una masa superior a 10
kDa y microcinas a las que poseen una masa inferd@r kDa. Las colicinas se caracterizan por
su estrecho espectro de accidon y por tener unaidaddi mediada por interacciones con
receptores especificos de membrana. Ademas, sesisirgstd regulada por un mecanismo
dependiente del sistema SOS. En cambio, las mi@asaon sintetizadas principalmente durante
la fase estacionaria y no son reguladas por edns&stSOSOscariz y Pisabarro, 2001) Las
microcinas, al igual que algunas bacteriocinasaja masa molecular producidas por bacterias
Gram positivo, son: termoestables, resistentegashrhiento con proteasas, presentan alta
hidrofobicidad y resisten condiciones extremas gél (Gillor y cols., 2004; Baquero y

Moreno, 1984).En el afio 2002Pons y cols propusieron clasificar las microcinas en dos
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grupos, dependiendo de su masa y estado de madificpostraduccional. La clase |
comprende a las microcinas con masas molecularfesiores a 5 kDa, generalmente
modificadas post-traduccionalmente y con blancoleontares intracelulares. Las microcinas de
clase Il tienen una masa molecular entre 7 y 1@, kib presentan modificaciones post-
traduccionales, y ejercen su accion antimicrobiarteavés de la disrupcion del potencial de
membrana. Las microcinas de clase Il comparten asuchracteristicas con las bacteriocinas
clase Il producidas por bacterias Gram posifi@llor y cols., 2004; Baquero y Moreno,
1984)

En el afo 200Dusquense y colsproponen ampliar esta clasificacion considerand® ¢p
microcina E492, puede ser exportada y activa diorsta modificada o no modificada. En esta
clasificacion, las microcinas clase | son todaseligs que presentan un masa inferior a 5 kDa,
con una vasta modificacién postraduccional (MccBIgcC7/C51, MccJ25). En la clase Il se
incluye a todas las microcinas entre 5 y 10 kDa. énbargo la clase Il se subdivide en dos
grupos, clase lla para aquellas microcinas sin fieadiéon postraduccional (MccL, MccV y
MccN (ex 24), y clase lIb para aquellas que puegiesentar modificacion postraduccional
(MccE492, MccM y presumiblemente MccH47 y Mccl4Duquesne y cols., 2007)

1.2.1 Bacteriocinas producidas porPseudomonas aeruginosa

El génerd®seudomonas estd compuesto por bacilos Gram negativo quedrabdminmente
en suelos, aguas frescas y ambientes mariseadomonas aeruginosa es el representante de
este género que recibe mayor atencion ya que gmidgeno oportunista, que puede causar
enfermedades en humanos. Ademas, existe un irtezéente por esta bacteria debido a la

secuenciacion completa de su genoma el afio @0i@ébel-Briand y Baysse, 2002)

En Pseudomonas aeruginosa las proteinas con actividad antimicrobiana que s&san
estudiado son las pyocinéSano y Kageyama, 1984; Higerd y cols., 1967/3e han descrito
tres tipos de pyocinas (tipo R, F y S), las que pateinas de alta masa molecular y poseen
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actividad antimicrobiana sobre otras cepaPsedomonas. Los genes que codifican para estas
proteinas se localizan en el cromosoma bacteriagio gxpresion es inducida por agentes que
dafan el DNA activando la respuesta SO hel-Briand y Baysse, 2002; Parret y De Mot,
2002) Las pyocinas del tipo R son proteinas no flesitdenilares al tallo contractil de un
bacteri6fago, formando un complejo multiproteicosteE tipo de pyocinas produce la
despolarizacion de la membrana citoplasmatica,ddehi la formacion de un poro o canal
(Michel-Briand y Baysse, 2002)Las pyocinas del tipo F, si bien son similaretalib de un
bacteriéfago y estan formadas por varias proteisas, estructuras flexibles con una forma
similar a una varilla. No es conocido el mecanistaecaccion de estas pyocinas, sin embargo,
por su estructura es probable que sea similar édsipyocinas del tipo R. Por otra parte, las
pyocinas del tipo S son similares a las colicirzste tipo de pyocina estd formado por dos
proteinas (una grande y otra pequefia) que se mant&sociadas incluso durante su proceso de
purificacién. La proteina de mayor tamario llevadtividad antimicrobiana (actividad DNasa
para pyocinas S1, S2, S3, AP41; actividad tRNasa pgocina S4; actividad formadora de
poro para pyocina S5), en cambio el componentegigrgposee la funcion de inmunidad que

permite no matar a la cepa product@vichel-Briand y Baysse, 2002)

Otro tipo de proteina antimicrobiana, secretpdr representantes del génEBssudomonas,
es la bacteriocina LIpA producida pBseudomonas sp. BW11M1. Esta es una proteina de 276
residuos con una masa molecular de 30 kDa quecseertna codificada en el cromosoma, con
actividad sobrd”seudomonas putida y posee similitud con una familia de lectinas pr¢ss en
plantas (Parret y cols., 2003) Otro ejemplo de péptido antimicrobiano producigor
Pseudomonas es la bacteriocina PsVp{Bubert y cols., 1998) Este péptido, de 2,6 kDa, posee
actividad sobre bacterias Gram positivo cdimber ococcus faecalis, Salmonella Typhimurium,
Shigella flexneri (Padilla y cols., 2002)y Gram positivo tales com8treptococcus mutans y

Streptococcus sobrinus (Padilla y cols., 2006)



1.2.2 Potenciales aplicaciones de las bacteriocinas

Las aplicaciones de las bacteriocinas han r@disadas por algunos autoi€illor y cols.,
2008; Riley y Wertz, 2002; Galvez y cols. 20Q7@entro de ellas las mas importantes son como
alternativa para las terapias antibioticas tradaies, las cuales son cada vez menos efectivas
por la aparicion de cepas patdogenas multi-reseséRiley y Wertz, 2002) Asimismo, el uso
de las bacteriocinas en la industria alimenticia$mportante campo de aplicacion, en donde
pueden ser empleadas como probiéticos, biopredesjaantre otrogGillor y cols., 2008)
Todas estas aplicaciones pueden ser utiles tamt gdahombre como para aplicaciones en

animaleqGillor y cols., 2004)

Debido a la especificidad de la interacciéresi®s compuestos con receptores de la bacteria,
la mayoria de estas proteinas no presenta toxi¢idate a lineas celulares eucariétiflaagos
y cols., 2009)No obstante, muchas bacteriocinas presentangotagés inhibitorias sobre lineas
celulares neoplasicas. Tal es el caso de algunasinag, colicinas, pediocinas y microcinas
entre otragCornut y cols., 2008) Por lo tanto previo a la utilizacion de las bdotdnas en el

area industrial o el area biomédica, se necesitluavsu toxicidad sobre animales y/o humanos.

1.3 Planteamiento del problema

En nuestro laboratorio hemos identificado usepa dePseudomonas aeruginosa que
secreta un compuesto difusible, termoestable, ctividad antibacteriana. Mediante ensayos
sobre un césped bacteriano hemos encontrado qumoa@llar tanto colonias de la cepa
productora como sobrenadantes, concentrados ppoeacion, de cultivos de la misma cepa se
inhibe especificamente el crecimiento de bact&iasn Positivo com&aphyl ococcus aureus,
Sreptococcus pyogenes, Listeria monocytogenes y Bacillus cereus, pero no tiene efecto sobre

bacterias comaoEscherichia coli, Salmonella enterica Serovar TyphimuriumShigella sonnel u
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otras cepas de. aeruginosa. Este compuesto adn no identificado presente esdlaenadantes
del cultivo de la cepR. aeruginosa 0400 lo hemos denominado gicina A.

Figura 1. Actividad de sobrenadantes concentradosop evaporacion a través de
membranas de didlisis.

La actividad de sobrenadantes concentrados poroe@pn difunde a través de
membranas de dialisis de 12 kDa. Sobre una membeadélisis de 12 KDa se coloco;
(A) un inbéculo dePseudomonas aeruginosa 0400 (B) 10 uL de sobrenadante
concentrado por evaporacion(@) 10 uL de medio de cultivo estéril concentrado por

evaporacion.

Experimentos utilizando membranas de dialigi'z poseen un tamafio de exclusion de 12
kDa, han indicado que gicina A es una molécula pBgupues la actividad antibittica difunde a
través de la membrana de didliétsgura 1). En base a estos resultados proponemos que gicina
A es una nueva bacteriocina de masa molecular mé@at2 kDa, situacion que permitiria

clasificar a la gicina A como una nueva microcina.



Lasbacteriocinas de bajo tamafio molecular producidadpacterias Gram positivo de clase
II'y las microcinas clase lla y llb poseen propissa en comun tales como la estabilidad a
condiciones extremas (como temperatura y pH) y edanen que ejercen su efecto
antimicrobiano. En |&abla | se muestra el modo de accion que presentan lasainias de
clase I, el cual en todos los casos es mediarakdeacion en la permeabilidad de la membrana
plasmética de la bacteria blanco. Por otra partdag bacteriocinas producidas por bacterias
Gram positivo de clase Il se observa que el modacd&n también es producto de cambios en
la permeabilidad de la membrana plasmatica de d¢éeba blanco que la llevan a la muerte
Tabla Il (Héchard y Sahl, 2002; Gillor y cols., 2004

El compuesto antimicrobiano producido pordpa dePseudomonas aeruginosa 0400 es de
masa molecular inferior a 12 kDa y es termoestiabigie hace suponer que es un nuevo tipo de
microcina de clase Il. Ademas al espectro de hasteobre el cual este compuesto ejerce su
accion, gicina A tiene potenciales aplicacionedpercampos de la biotecnologia y biomedicina,
como antibacteriano especifico para bacterias Gasitivo resistente a condiciones extremas.
En consecuencia, se hace necesario desarrollacplos que permitan la purificacion de gicina
A para la posterior caracterizacion de sus propliesl@ioquimicas, microbiol6gicas, y el posible

efecto citotdxico sobre células eucaribticas.



Tabla |I. Modo de accidon microcinas clase I

Actividad Microcina
Formacion de poro E492
y disrupcion del Ha7
potencial de membrana.

N (ex 24)*
Disrupcion del potencial \%
de membrana. L

Extraida de Guillor y cols., 2004. * Corsini y cak910.




Tabla Il. Modo de accién de bacteriocinas clase Il

Actividad

Bacteriocina

Formacioén de Poros,

Poros K

Bavaricina MN

Enterocina P

Formacién de Poros

Mesentericina Y105
Pediocina PA-1
Lactacina F
Lactococcina A

Plantaricina A

Formacién de Poros catiénicos.

Lactococcina G

Plantaricina EF

Formacién de Poros anidnicos.

Plantaricina JK

Inhibicién en la formacion del septum.

Lactococcina 972

Extraido de Héchard y Sahl., 2002




2. Hipoétesis

La gicina A es una bacteriocina de baja maskecular, altamente resistente a condiciones
desnaturantes, con actividad especifica sobre rEgt&ram positivo, que ejerce su efecto
antimicrobiano mediante la permeabilizacion de éamiorana de bacterias Gram positivo y que

presenta baja toxicidad vitro sobre células eucariontes.

3. Obijetivos

Para el desarrollo de esta tesis se propusiesssiguientes objetivos:

3.1 Objetivo General

Purificar, caracterizar bioquimicamente, y lean tanto el mecanismo de accion

antibacteriano de la gicina A, como su toxicidadtro sobre lineas celulares eucariontes.

3.2 Objetivos Especificos
1. Purificar la gicina A
2. Caracterizar bioquimicamente la gicina A.

3. Determinar el espectro de organismos sensibles a Gicina A e identificar el

mecanismo por el cual ejerceria su actividad antinsrobiana.

4. Determinar la citotoxicidad in vitro de la gicina A sobre células eucariontes.
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4. Materiales y Métodos

4.1 Materiales

41.1 Reactivos

De Winkler Ltda, Santiago Chile se obtuvo glicina, glicerol, acrilamida, bis-

acrilamida,-mercaptoetanol, citrato de sodio, TEMED, cloroforrampicilina, alcohol
isoamilico, isopropanol, etanol, metanol, acetdojtfosfato de sodio, glucosa, DMSO,

cloruro de sodio, hidroxido de sodio, antibibtigobris Base.

De TCL, Santiago, Chile se obtuvoSolventes y reactivos grado técnico (acido acgétic

etanol, metanol, acetona, acido clorhidrico).

De Invitrogen Co., Carlsbad, CA, E.E.U.U. se obtuvoEl sistema comercial de
viabilidad bacteriana LIVE/DEAD BacLight.

HyClone, Thermo Scientific, Massachusetts, E.E.U.Use obtuvo Suero Fetal

Bovino 10% (SFB) y Penicilina-estreptomicina 50 U/m

De Waters, Milford, MA E.E.U.U. se obtuvo Cartuchos Sep-Pak &

De Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, E.E.U.U. se obtuy. Glutamina.

11



41.2 Medios de cultivo

4.1.2.1 Medios de cultivo bacterianos

Caldo LB. Extracto de levadura 5 g/L, peptona de caseina/tLQNaCl 10 g/L. (MOBIO
Laboratories Inc., Solana Beach, CA, E.E.U.U.)

Caldo nutritivo. Extracto de res 3 g/L, peptona de caseina 5 glEGD Laboratorios, Detroit,
MI, E.E.U.U.)

Agar Nutritivo. Extracto de res 3 g/L, peptona de caseina 5 g/Lg/l5agar. (DIFCO
Laboratorios, Detroit, MI, E.E.U.U.)

4.1.2.2 Medios de cultivo lineas celulares

RPMI-1640 (Invitrogen, Grand Island, NY, E.E.U.U.)

DMEM (Invitrogen, Grand Island, NY, E.E.U.U.)
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4.2 Métodos

42.1 Cultivo bacteriano

Las células bacterianas se cultivaron en plgoa contenia 20 mL de agar nutritivo a 37 °C o

en tubos de caldo nutritivo o LB en agitacién aC37°

4.2.2 Preparacion de césped bacteriano

Se mezclaron alicuotas de 100 pL de cultivtadmpa indicadora crecida a una Dsgg.de
0,4en caldo nutritivo, con 3 mL de medio nutritivo d7 % p/v de agar y se esparcieron sobre

placas de agar nutritivo.

4.2.3 Ensayo de deteccion de actividad antimicrobiana gplaca

La actividad antibacteriana de la gicina Adstecté sembrando una colonia o depositando 5
uL del sobrenadante de un cultivo lBeudomonas aeruginosa 0400 sobre un césped de la cepa
bacteriana a analizar. Las placas se incubaron°€ 3furante 8 a 12 horas. La actividad de la
gicina A se visualiz6 por la presencia de una azmanhibicion de crecimiento sobre el césped

bateriano.

4.2.4 Determinacion de la actividad de gicina A

Se empled el método de dilucion critica désgror Mayr-Harting y cols. 1972. Se realizd
una dilucion seriada en base 2 de gicina A pudfcaobre el solvente de interés, para medir la
actividad antimicrobiana. Se agreg0, posteriormenil de cada una de estas diluciones sobre

un césped sensible. Se defini6 como Unidad Arlidtrde actividad (UA) a la maxima dilucién
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realizada la cual generé un halo de inhibicionmeimiento de la bacteria sensible. Este ensayo

se realizé en triplicado.

425 Purificacion de gicina A mediante columnas Sep-Padk;s

Sobre 500 mL de caldo nutritivo se agregéaidas colonias de un cultivo 8eaeruginosa
0400la quese incubo a 37 °C sin agitacion durante 18 horasulivo se centrifugd a 14.000 x
g durante 10 minutos. El sobrenadante se filtrdagés de una columna Sep-Pack. Ca
columna se lavé con 5 mL de,®}. Posteriormente, gicina A se eluyé con una graeie
escalonada de metanol-agua (10-100%). Se realizarsayos de actividad antimicrobiana en
placa a cada una de las fracciones colectadas sobcésped de la cepa bacteriana sensible
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

4.2.6 Purificacién de gicina A mediante HPLC

La purificacion de gicina A mediante HPLC smliz6 a partir de gicina prepurificada
mediante columnas Sep-PaksCSe tomdé 1 mL de bacteriocina prepurificada median
cartuchos Sep-Pak;£y se concentré a sequedad mediante Speed-VaonEgutrado obtenido
se resuspendié en pl de una solucién de acetonitrilo 40 %. La gicinedhcentrada se cargo
en un HPLC Beckman System Gold y se separé med@ot@atografia isocratica en una
columna Beckman ODS i(5X 4,6 mm X 25 cm) usando acetonitrilo al 40 % conflujo de 1
mL/minuto. La presencia de gicina A se detecté @@t usando un detector Beckman System
Gold 166. Para identificar qué pico del cromatograsorrespondia a gicina A, se colectaron
fracciones de 0,5 mL. La bacteriocina en las fiaoes se detectd realizando ensayos de
actividad antibacteriana en placa usando un cédpedlaphylococcus aureus ATCC 25923

como esta descrito enaterial y métodos.

14



4.2.7 Cuantificacion de proteinas mediante Bradford

Se determind la concentracion de proteinas basé@retoel método desarrollado por Bradford
(Bradford, 1976) el cual detecta proteinas en el rango de 10 axd0@0L. Se realizd una curva
de calibracién con albumina en el rango de 10 agdfL. Posteriormente 5Q6L de gicina A
purificada se concentré por evaporacion 100 vecss golubilizaron en 1mL de reactivo de

Bradford. La absorbancia se midié a 595 nm. Biddadue 1 mL de reactivo de Bradford.

4.2.8 Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGQE

Los geles se prepararon segun lo descritocSpbAgger y von Jagow (1987)método que
permite separar proteinas de un rango de masa uteiete 1 a 100 kDa. El gel separador se
preparé con: 20 % de acrilamida; Tris-HCI 1,0 M 81%; SDS 0,1 % y glicerol al 10 %. El
segundo gel separador se prepar6 con: 10 % daraitd; Tris-HCI 1,0 M pH 8,5; SDS 0,1 %.
El gel concentrador se preparé con: 3 % de acrilamiris-HCI 1,0 M pH 8,5; SDS 0,1 %. A
cada una de estas soluciones se le agregé 0,038 perdulfato de amonio y 2,2 mM de
TEMED. Los geles se sometieron a un campo eléctiieo50 y 100 V, empleando un
amortiguador catédico (Tris-HCI 0,1 M pH 8,5, Tniai0,1 M y SDS 0,1 %) y un amortiguador
anodico (Tris-HCI 0,2 M pH 8,9). La diferencia detgncial se aplicé con una fuente de poder
CBS SCIENTIFIC modelo EPS-300 IIV.

Las muestras obtenidas mediante la columnaP&ek se concentraron por evaporacion
tomando 30QuL del eluido y llevando a 1@L. Para los eluidos obtenidos mediate HPLC la
muestra se concentr6 mediante Speed-Vac en la npsaporcion. A los concentrados se
agregd 1QuL de amortiguador de carga 4X (glicerol 40 %; HiSt 50 mM pH 7,6; SDS 10 %;
B-mercaptoetanol 20 %; azul de bromofenol 0,04 %. j/a mezcla se calenté a 100°C por 3

minutos y las proteinas se separaron mediante =P

Se emple6 el marcador de masa molecular Kedeape Prestained Standard que posee
fragmentos con las masas moleculares aparentes122678; 45,7; 32,5; 18,4y 7,6 kDa. Los

geles fueron tefidos durante 2 horas en azul dmasie G-250 al 0,1%. Posteriormente los
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geles se destifieron en metanol al 20%. La activéaditbacteriana de las proteinas presentes en
el gel de poliacrilamida se realiz6 lavando conaadestilada durante 2 horas el gel sin tefiir y
posteriormente se incub6 sobre una placa de agarddl sembrado con un césped de
Staphylococcus aureus ATCC 25923 durante 12 horas.

4.2.9 Andlisis de gicina A mediante espectrometria de mas

Para determinar la masa molecular de la bacitea en estudio gicina A purificada por
HPLC, se sometié a un andlisis mediante espectriamé¢ masa. Los espectros de masa se
obtuvieron en un equipo Microflex MALDI-TOF (Brukebaltonics, Inc., MA-E.E.U.U.
pertenecientes al CEPEDEQ de la Facultad de CenQiimicas y Farmacéuticas de la
Universidad de Chile). Para la obtencién de espgcte trabajo en modo i6n positivo y
deteccidn lineal. El espectro final correspondsaeetros sumados de 10 barridos de 40 “shots”

de laser aplicados en diferentes puntos tomadazaal

4.2.10 Ensayo de estabilidad de gicina A a temperatura

Se incubaron 100L de la gicina A purificada mediante cartuchos 8eg-Gg durante 20
minutos a las siguientes temperaturas -80°C, -20¢C,, 50°C, 80°C y 100°C. Posteriormente su
actividad fue determinada por el método de dilucdtica (material y métodos).Este ensayo

se realizé por triplicado.

4211 Ensayo de estabilidad de gicina A a pH

Se tomaron 10QL de la gicina A purificada mediante cartuchos-Bag Gg de 6400
UA/mL de actividad y se evapord el solvente a 80fRi3ta sequedad. Posteriormente se
resuspendié la gicina A en 100 de tampdn citrato de sodio 50 mM a los siguieptds 3, 4,

5, 7, 9.6. La actividad de las muestras incubadasdeterminada por el método de dilucion

critica. Este ensayo se realiz6 por triplicado.
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4212 Ensayo de estabilidad de gicina A a solventes

Se tomaron 100L de gicina A purificada mediante cartuchos Sep-Bakde 6400 UA/mL
de actividad y se evaporo el metanol a 80°C haspaeslad. Luego se resuspendio la gicina A en
100 uL de los siguientes solventes: Cloroformo, Acetdoit Etanol, Butanol, Isoprapanol,
Metanol, Acetona, PBS (Tampon Fosfato Salino)®e Su actividad se determin6 mediante el

método de dilucion critica. Este ensayo se regiadriplicado.

4.2.13 Efecto de gicina A sobre la cinética de crecimientde la bacteria blanco

El ensayo se realiz6 tomando sembrando ucac&di de un cultivo de 24 hrs de la cepa
sensibleStaphylococcus aureus ATCC 25923 crecida en caldo nutritivo y se llesaina D.Qy
de 0,2 en caldo nutritivo. Posteriormente al galge afiadié gicina A a una concentracion final
de 6400 UA/mL. Posteriormente se tomo una alicdetd mL cada una hora y se midio la
turbidez del cultivo celular y se contaron las auiels formadoras de colonias por mL (UFC/mL)
del cultivo. La turbidez se determind en espectéofietro midiendo la D.@y de 1 mL del
cultivo. Las unidades formadoras de colonias por(EC/mL) se determinaron tomando una
alicuota de 10QL y realizando diluciones seriadas en base 10egdostnente se sembraron de
cada dilucion 1QuL sobre una placa de agar nutritivo y se contaesndolonias obtenidas

después de incubar a 37 °C durante 16 horas.

4.2.14 Ensayo de viabilidad celular bacteriana mediante florescencia

El ensayo de viabilidad celular se realizdiasthdo el sistema comercial de viabilidad
bacteriana LIVE/DEAIS BacLight. Este sistema comercial contiene dogdifamos, que poseen
la habilidad de unirse al DNA; SYTG® ue ingresa a la bacteria por un receptor espeoffi
yoduro de propidio que no ingresa a la bacterimeaos que ésta pierda la integridad de su

membrana interna. El ensayo se realiz6 segun dasendaciones del fabricante. Se cultivé una
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cepa deStaphylococcus aureus ATCC 25923 en 30 mL de caldo nutritivo hasta unasdode
0,6. Posteriormente las bacterias se centrifuggrae lavaron en una solucion de NacCl al
0,85%, concentrandolas finalmente a 2 mL. Se ttatdL de esta suspension con la gicina A
durante 1 hora y 1 mL restante fue usado como @loutilizando las mismas diluciones. Se
prepard la tincion fluorescente mezclando los eoitgs yoduro de propidio y SYTO 9
suministrado por el proveedor, en partes iguakegrggando 3L de esta mezcla por cada 1 mL
de suspension de bacterias. Esta mezcla se dejbainclurante 15 minutos en oscuridad y
finalmente se observé una alicuota del5de ésta en el microscopio de fluorescencia. La
medicion fluorescente se realiz6 excitando la nmaestuna longitud de onda de 470 nm y
midiendo la emisién a longitudes de onda de 53(para la fluorescencia verde del SYTO 9y
640 nm para la fluorescencia roja del yoduro depigio. La superposicion de imagenes se
realizé con el programa ImageJ (Image Processimy Aamalysis in Java) desarrollado en
National Institute of HealtfCollins, 2007)

4.2.15 Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CIM)

En tubos de vidrio de 5 x 0,5 cm se realizatituciones seriadas de la gicina A en 1mL de
caldo Luria. Posteriormente los tubos se inoculammn100uL de un cultivo bacteriano sensible
crecido durante 24 horas y se incubarén duranterd.8La concentracion de la ultima dilucion

que presento una turbidez detectable se consideno ta concentracion minima inhibitoria.

4.2.16 Determinacion del efecto de gicina A sobre lineaglalares eucariontes.

Se empled para el cultivo de las lineas cedal®J937 y K562 el medio de cultivo RPMI
suplementado con suero fetal bovino (SFB) y glutamPara las células HEK 293 se empleo el
medio de cultivo DMEM suplementado con SFB y glutemEl ensayo de viabilidad celular se
realizd sobre una placa de 24 pocillos de la sig@ienanera. Para las lineas celulares U937 y
K562se sembraron 80.000 células por pocillo y emaslo de la linea celular HEK 293 se

sembraron 100.000 células. Posteriormente a cadl@eitos pocillos con células se afadieron
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concentraciones crecientes de la gicina A hasgarla un volumen final de 1 mL/pocilBara
realizar el conteo de células viables de las ceHEEK 293 se lavaron con 500 pL de PBS para
luego ser despegadas de los pocillos incubandolesn5con 200 L de tripsina. Luego se
inactivo la tripsina afiadiendo 500 pL de medio DMEdplementado. Finalmente se tomaron
alicuotas de 20 pL del cultivo y se mezclaron cOru de azul de tripan. En el caso de las
células U937 y K562 se tomaron directamente lasialas de 20 uL y se mezclaron con 20 pL
de azul de tripdn. En ambos casos las célulasedaa contaron en una cAmara de Neubauer. El

ensayo se realizo en triplicado.

4.2.17 Analisis estadistico

Los experimentos de medicion de la sensildlidie las mutantes se realizaron por
quintuplicado. El andlisis estadistico se realiaplicando la Prueba-T al valor medio y a la
desviacion estandar de las medidas de sensibilidaghleando el programa para analisis
estadisticos ON-Line SISASimple Interactive Statistical Analysis), desaadth por Daan
Uitenbroek (www.quantitativeskills.com/sisa/El intervalo de confianza utilizado para

validacién de la prueba fue de un 95 % (con urQp05s).
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5. Resultados

5.1 Purificacion de gicina A

511 Purificacion mediante cromatografia en columna hidofébica Cyg

Basado en los protocolos de purificacion descporde Lorenzo (1984) se desarrollé un
esquema de purificacién de gicina A a partir deremddantes de un cultivo de la cepa
productoraP. aeruginosa 0400 crecida hasta fase exponencial tardia dentietio. Este
sobrenadante se carg6 sobre una columna hidrof8keigdPack ¢ y posteriormente se eluyé la
gicina A con concentraciones crecientes de metaeglin lo descrito en materiales y métodos.
Se analizo la actividad de las fracciones obteniigals columna, determinando su capacidad de
generar halos de inhibicion de crecimiento sobreeésped de&taphylococcus aureus ATCC
25923 sensible a la accion de gicina A. Ademaseseriohind la concentracion de proteinas en

las fracciones mediante el método de Brad{Bradford, 1976).

Los resultados muestran que gicina A presemdahidrofobicidad elevada, puesto que eluye
entre las fracciones que contienen un 70 % y un @@%¥netanol(Figura 2A) Por otra parte la
actividad especifica de gicina A se encontré enamagntidad en la fraccion correspondiente a

80% metanolTabla Ill .

Posteriormente se realizd una electroforesiscondiciones desnaturantes en geles de
poliacrilamida (SDS-PAGE) a la fraccion con mayativadad especifica (80% metanoljabla
') para comprobar la presencia de la proteina. &staroforesis en geles de poliacrilamida
SDS-PAGE indica que en el purificado existe un ipéptle aproximadamente 7 kdaigura
3A) que posee actividad antimicrobiana al ser inculsadiwe un césped de una cepa bacteriana

sensible d&aphylococcus aureus (Figura 3B).
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Figura 2 Purificacion de gicina A mediante cromatografia ercolumna hidrofébica
Sep-Pack Gs. A. Halos de inhibicion de 3L los eluidos sobre un césped de
Saphylococcus aureus ATCC 25923.B. Perfil de elucién de actividad antimicrobiana
de sobrenadante de la cepaeudomonas aeruginosa O400 purificado mediante
cromatografia en columnas Sep-Pagk C

Tabla Ill . Purificacion de gicina A mediante cartuchos Se-Pack Ciq

Fraccion | Concentracion de | Actividad |Actividad especifica
(% metanol)| proteina (ug/mL) (UA/mL) |(UA/ng de proteina

70

34,5 12.800 371
80 27.9 102.499 3.670
90 28 25.600 914
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kDa | A

18,4
7,6

Figura 3. Electroforesis SDS-PAGE y ensayo de actilad de gicina purficada
mediante columnas Sep-Pack g

(A). Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS al 2(BAGE) de gicina A, purificada
mediante columna Sep-Pack@fidos con azul de coomasie, la flecha muestyéciaa A
purificada. (B). Ensayos de actividad de los geles lavados sobreésped sensible de
Saphylococcus aureus ATCC 25923. La flecha indica la actividad antilesigtna de gicina
A difundiendo a través del gel formando un halandgbicion del crecimiento del césped
bacteriano sensible.

5.1.2 Purificacion de gicina A mediante HPLC

La purificacion de gicina A mediante HPLC se raabzpartir de la fraccién que contiene 80
% de metanol eluida de la columna Sep-Pakl@ gicina A se eluyé desde la columna con una
fase movil de acetonitrilo al 40 % y se recoleatdracciones del eluido de la columna cada 0,5
minutos. El perfil de elucién muestra que a unaitoil de onda de 215 nm se observa un gran
pico a partir del minuto 4~{gura 4). Para determinar si el compuesto eluido desdellamna a
partir del minuto 4 corresponde con la gicina Aasalizaron cada una de las fracciones eluidas
para determinar su capacidad de formar halos deiéidn de crecimiento sobre un césped
sensible a gicina A, observandose actividad efrd@siones que presentan tiempos de retencién
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de 4,5y 5 minPor ultimo, a cada una de estas fracciones smld una electroforesis SDS-

PAGE segun lo descrito en materiales y métodos panfirmar la presencia de la proteina
(Figura 4B).
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Figura 4. Purificacion de la gicina A mediante crmnatografia HPLC.
(A). Perfil de elucién de la cromatografia HPLC dergicA previamente purificada
mediante columna Sep-PacksGB). Deteccion de la gicina A mediante electroforesis

SDS-PAGE Yy actividad mediante ensayos sobre upedésensible d&aphylococcus

aureus ATCC 25923 de las fracciones recolectadas pomatografia HPLC

correspondientes a los minutos 4 a 5,5.
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5.2 Caracterizacion bioquimica de gicina A

521 Masa molecular de gicina A

Para determinar la masa molecular de gicindaAnuestra purificada mediante HPLC se
analizé mediante espectrometria de masa MALDI-T@#6s resultados de la espectrometria de
masa de la muestra analizada indican que gicina ineompuesto de masa molecular de 7925
Da (Figura 5).

7925 Da
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Figura 5. Espectrometria de masa de gicina A.
Mediante espectrometro MALDI-TOF se obtuvo un epeque equivale a espectros
sumados correspondientes a 10 barridos de 40 deotéser aplicados en diferentes

puntos tomados al azar.
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522 Efecto de condiciones extremas sobre la actividagdjicina A

Dado que la mayoria de las bacteriocinas da b@msa molecular son resistentes a
condiciones extremas, se estudié el efecto queegjesobre la actividad antimicrobiana de la
gicina A algunas condiciones tales como: condigoegtremas de pH y temperatura, y

exposicion a solventes organicos.

523 Efecto de temperatura sobre la estabilidad de gicmA

El efecto de la temperatura sobre la actividiadicina A se determiné incubando durante 30
min 100pL de bacteriocina con actividad de 6400 UA/mL eraumplio rango de temperaturas,
entre -80°C y 100° C. Los resultados obtenidos traregue no se altero la actividad de gicina

A al ser incubada a las distintas temperaturablé V).

Tabla IV. Estabilidad de gicina A a temperatura

Temperatura Actividad UA/mL
-80°C + 6400
-20°C + 6400
30°C + 6400
50°C + 6400
80°C + 6400
100°C + 6400

+ : Presenciaad@vidad antimicrobiana.
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524 Efecto de Solventes sobre la estabilidad de gicida

Para determinar si la actividad de gicina Aafestada por la exposicion a distintos solventes
con distintos grados de hidrofobicidad, se anal&déctividad antimicrobiana de gicina A
resuspendida en diferentes solventes. Para estpl10@ gicina A purificada (6400 UA/mL) se
evapor0 a 80°C hasta casi sequedad. Posteriorsenésuspendio esta bacteriocina enl00
de los siguientes solventes: cloroformo, isopropamganol, etanol, dimetilsulfoxido, metanol,
acetonitrilo, tampon fosfato salino (PBS) yQHdestilada, y se incubd durante 30 min. La
actividad de gicina A resuspendida en los dististagentes se determin6 mediante el método
de dilucion critica. El resultado de este ensaystraajue gicina A mantuvo su actividad en los

distintos solventes ensayaddsibla V).

Tabla V. Estabilidad de la gicina A frente a solvente

Solvente Actividad UA/mL
Metanol + 6400
Isopropanol + 6400
Butanol + 6400
Etanol + 6400
Acetona + 6400
Cloroformo + 6400
Acetonitrilo + 6400
PBS + 6400
H20d + 6400

+ : Presencia de actividad antimicrobiana. Comdrobse emplearon

los solventes puros los cuales no presentarovidandi antimicrobiana.
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525 Efecto de pH sobre la estabilidad de gicina A

Para determinar si la actividad de la gicinasfalterada en funcién del pH, la bacteriocina se
resuspendié en soluciones amortiguadoras deccifiasodio con distintos valores de pH y se
analizo los cambios en la actividad antimicrobigne presento. Para estol5de gicina A en
metanol (12800 UA/mL) se evapor6 a 80°C hasta sklie Posteriormente se resuspendio la
bacteriocina en 1bL de las soluciones amortiguadoras y se incubonter2 horas a 37°C. La
actividad de gicina A resuspendida en los dististmsentes se determind mediante el método

de dilucion critica realizando las diluciones em&mo tampdn que se incubd la bacteriocina.

Los resultados obtenidos muestran que gicipae&enta su mayor actividad a un valor de pH

neutro, disminuyendo su actividad a pH &cido ydmgtigura 6).

15000+

10000+
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5000+

0 T T !
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Figura 6. Efecto del pH sobre la actividad antimicobiana de gicina A.

Una cantidad de la bacteriocina correspondiente28@ UA/mL se
incubardn durante 2 h en distintos tampones dataitfe sodio 50 mM de
pH 3, 4,5, 7y 9,6. Se observa una disminuciétadectividad a valores

extremos de pH.
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5.3 Determinacion del espectro de cepas bacterianas séres y modo de accion de

gicina A

Para determinar sobre qué tipo de bacterias a@tirmad?, se realizaron ensayos en placas

sobre césped bacteriano a 10 cepas bacterianas gsitivo y 10 cepas Gram negativo. Para

ello 5uL de gicina A purificada correspondientes a 1024 dg¢fagregaron sobre céspedes de las

distintas cepas bacterianas en agar nutritivo & %0 de agar y se observé la inhibicién en el

crecimiento bacteriano. Se consideraron cepas bdessa la bacteriocina a aquellas que

presentaron halos de inhibicién del crecimientoonay a 5 mm. El resultado de estos ensayos

se resume en [&abla VI para bacterias Gram positivo y enTlabla VIl para bacterias Gram

negativo.

Tabla VI. Efecto de gicina A sobre césped de bacterias Granogitivo

Cepa Indicadora

Sensibilidad

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Bacillus cereus

Saphylococcus epidermidis ATCC 12228

Streptococcus pyogenes

Listeria monocytogenes

Micrococcus sp.

Sreptococcus agal actiae

+| +| +]| +] +]| ] ]+

Saphylococcus saprofiticus ISP 167/00

Enterococcus faecalis ATCC 29212

Enterococcus. faecium ISP 133/04

+ : Presencia de actividad antimicrobiana; - : Awsede actividad antimicrobiana.
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Tabla VII. Efecto de gicina A sobre césped de bacterias Granegativo

Cepa Indicadora Sensibilidad

Escherichia coli ATCC 25922 -
Salmonella enterica serovar Typhimurium LT2 -

Shigella flexneri -

Pseudomonas aeruginosa 262 -
Morganella morganii -
Vibrio parahemolyticus -
Salmonella enterica serovar Enteritidis -

Enterobacter aerogenes ATTCC 13048 -

Shigella sonnei -
Citrobacter freundii ISP 1949/99 -

+ : Presencia de actividad antimicrobiana; - : Agsede actividad antimicrobiana.

531 Efecto de gicina A sobre la cinética de crecimientde la bacteria blanco

El efecto de accién de gicina A se determingdiante la alteracion de la cinética de
crecimiento la cepa sensilfBaphylococcus aureus ATCC 25923. Un cultivo de D.go = 0,2
se crecio en presencia de una concentracion fsm8l80 UA/mL de la gicina A purificada y en
metanol 70% en ausencia de la bacteriocina comuatoikl efecto sobre el crecimiento se
determiné midiendo la O.D. a 600 nm y determinaadaunidades formadoras de colonias por
mililitro (UFC/mL). En laFigura 7 se puede observar el efecto bactericida que ejarte

gicina A la bacteria sensible.
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Figura 7. Cinética de accion de gicina A purificada

Se afiadio gicina A purificada a una suspensiéon.@eddde 0, 2 detaphyl ococcus
aureus ATCC 25923 en caldo nutritivo hasta una concentradinal de 6700
UA/mL. (A) Viabilidad celular bacteriana de los cultivos @midades Formadoras
de Colonia (UFC) por mL(B) Densidad 6ptica a 600 nm (Degd) de los cultivos
tratados con gicina A y contrad: gicina A (6400 UA/mLA: Control (sin gicina A)
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Por otra parte, se evalu6 el dafio que la @igirproduce sobre la bacteria blanco mediante
microscopia de fluorescencia utilizando los fluor66 SYTO 9 y yoduro de Propidio (PI)
incluidos en el sistema comercial para determimaivdad bacteriana LIVE/DEAD BacLight.
Estos compuestos permiten determinar dafio a nevéh adnembrana pldsmatica. El fluoréforo
SYTO 9 entra a las bacterias vivas por receptospedficos y una vez dentro de la bacteria
puede unirse al DNA. Este complejo es excitadotrid y emite una florescencia verde a 530
nm. En cambio el colorante Pl entra a las bacteuasdo existe dafio en la membrana de la
bacteria control. Al ser excitado a 470 nm el Piterfluorescencia a 640 nm correspondiente a

la emision roja

En laFigura 8 se puede observar el efecto de la gicina A s@bredmbrana de células de
Staphylococcus aureus ATCC 25923. En los paneles A, B y C se observenshyo control de
Saphylococcus aureus tratado con amortiguador durante 1 hora, dondki@léforo SYTO 9
entra a las bacterias vivas y una vez dentro dmdteria se une al DNA. En contraste en el
panel D, E y F se observa el cultivo 8aphylococcus aureus tratado con gicina A (3000
UA/mL) durante 1 hora, observandose la emision gejaerada por el Pl unido al DNA el cual
desplazo6 al fluoréforo SYTO9. En ambos casos lagra foto de izquierda a derechagiira
8A y D) representa la lectura en canal verde (célulaasyjva segunda fotografia el canal en
rojo (células muertagfrigura 8B y E) y la tercera fotografia corresponde a la superjivsite

las dos fotografias anteriordsgura 8C y F).
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.
.
Figura 8. Efecto de la gicina A sobre la membranaal células deStaphylococcus
aureus.

En (A), (B) y (C) se observa el ensayo control sin bacteriocina(Bn(E) y (F) se
observa el cultivo d&aphylococcus aureus ATCC 25923 tratado con gicina A (3000
UA/mL) durante 1 hora. Tanto i) y (D) se representa la lectura en canal verde
(células vivas). EnB) y (E) se observa la fotografia en el canal en rojo (@€lu

muertas). Por ultimgC) y (F) corresponden a la superposicion de las dos fdiagra

anteriores.



5.4 Determinacion de la citotoxicidad in vitro de gicina A sobre células eucariontes

Debido a los potenciales biotecnolégicos erarel de alimentos y de biomedicina que
presenta la gicina A se debe evaluar la toxicidael esta bacteriocina presenta sobre células
animales(Hancock y Sahl 2006) En la literatura esta bien descrito que las baci@as son
capaces de inhibir el crecimiento de células debdateria blanco siendo primeramente
reconocidas por receptores especififieayos y cols. 2009) Para determinar la citotoxicidad
que posee gicina A sobre células animales se aeatizensayos de viabilidad celularvitro
sobre tres lineas celulares eucariontes. Las sékuaariontes utilizadas corresponden a las
lineas U937 (linfoma histocistico humano), K5&@emia mieloide) y HEK293 (embrionarias
de riflon humano). Estas células se incubaron eceatraciones crecientes de gicina A durante
48 h. Luego se analizdé el numero de células muentediante tincion con azul de tripan y
observacién microscopica. El azul tripdn es unidelmue se introduce en el interior de las
células que presentan roturas en la membranaoRanto, las células que presentan coloracion
azul son consideradas no viables. Posteriormeatessmé el porcentaje de sobrevida de las
células incubadas con gicina A respecto a un codé@élulas que se incubaron con tampén a
pH 7 en ausencia de la bacteriocina. De esta mageosible observar el efecto sobre la

proliferacién de lineas celulares eucariontes grreegicina A.

Los resultados indican que la gicina A presamta toxicidad significativa sobre dos de las
lineas celulares estudiadg@igiura 9. Estas células corresponden a las células K5623y due
son de origen tumoral. Esta disminucién de la sotiee sélo fue significativa en la
concentracion de gicina A mas alta en la que sgbaron las células y que corresponden a una
concentracion muy superior a la concentracion manimhibitoria (CIM) de 2560 UA/mL, que

gicina A presenta sobre la cefiaphylococcus aureus ATCC 25923.
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Figura 9. Efecto de gicina A sobrelineas de células eucariont. Se midio el
porcentaje de sobrevida de las lineas celulares PEKA), K562 (B) y U962(C).
Se observo una disminucion en la sobrevida sélaslineas de origen tumoral. * p
<0,05; * p<0,01.

34



6. Discusion

Esta tesis se centrd en la caracterizaciamdeuevo compuesto tipo-bacteriocina producido
por la cepa dePseudomonas aeruginosa 0400 al cual denominamos gicina A. Para la
realizacion de este trabajo se propusieron cudjetivos principales: la purificacion de gicina
A, su caracterizacion bioquimica, el modo de efesceefecto antibacteriano y la determinacion

de su toxicidadin vitro sobre lineas celulares eucariontes.

6.1 Purificacion de gicina A

Las bacteriocinas del tipo microcinas son caias por poseer alta hidrofobicidad y
solubilidad en solventes organic@isolter y Moreno, 1992) En el afio 1984le Lorenzo
desarroll6 un método para purificar la microcin®E4una microcina de la clase 1l) mediante el
uso de cromatografia con columnas hidrofébi¢des Lorenzo, 1984).Basandose en este
protocolo la purificacién de gicina A primeramerse realizé empleando cromatografia en

columnas hidrofébicas Sep-paclC

Las fracciones colectadas muestran que lddoslicorrespondientes a 70, 80 y 90 % de
metanol presentan actividad antimicrobiana sohreepa sensible d&aphylococcus aureus
ATCC 25923 lo que indica que gicina A eluye en dicfracciones. Ademas la cuantificacion de
proteinas y la determinacién de la actividad amtiobiiana indicaron que la fraccion de 80%
posee una mayor actividad especifica, mostrandogigina A eluye mayormente a 80%

metanol-agua.

Estos resultados indican que esta bacteriqoos®e una alta hidrofobicidad, lo que hace
suponer que gicina A esta constituida por una gramtidad de aminoacidos de caréacter
hidrofébico tales como glicina o alanina y amindasisin carga tales como serina o cisteina. En
las microcinas clase Il descritas a la fecha,4qismeen un porcentaje importante de este tipo de
aminoacidos, en |dabla VIII se puede observar el porcentaje de composiciégliciea y

cisteina para las microcinas las cuales tienenstedhre un 30% de estos aminoacidos en su
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composicion. Estos resultados muestran que gicipeefenta una alta hidrofobicidad, lo que se
correlaciona con lo descrito en la literatura gasabacteriocinas de baja masa molecular del

tipo microcinas de clase (Baquero y Moreno, 1984).

Tabla VIII. Masa molecular y composicion molecularde microcinas de clase | y clase |l

Microcina Clase Numero de Masa Contenido Contenido
residuos Molecular (Da) | Glicina (%) Serina (%)
MccB17 I 43 3093 60.5 13.9
MccC7/C51 I 7 1177 70 0
MccJ25 I 21 2107 28.6 64.8
MccV lla 88 8733 16.9 99.1
MccL lla 90 8884 15.6 66.6
MccN lla 73 7457 13.5 55.4
MccE492 lIb 84 8717 22.6 11.9
u-MccE492 lIb 84 7886 22.6 11.9
MccM lIb 77 7283 19.5 23.4
MccH47 lIb 60 4865 26.6 15
Mccl47 lIb 62 6276 10.8 16.2

Extraido de Duquesne Yy cols., 2007 y modificadpiseCorsini y cols., 2010.

El analisis mediante electroforesis en gekepdaliacrilamida, en condiciones desnaturantes,
del eluido con mayor actividad antimicrobiana effmec purificado mediante columnas
hidrofobicas Sep-pack§; revela la presencia de una proteina de masaia@da de 7 kDa
que posee actividad inhibiendo el crecimiento aebacteria sensible. Debido a la masa
molecular que presenta esta proteina, gicina Aagtoteina con actividad antimicrobiana tipo
bacteriocina del tipo microcina, ya que, es pradugior una bacteria Gram negativo con masa
inferior a 10 kDa y entraria en la subcategoriaecllh que abarca a las microcinas con masa

molecular entre 5 a 10 kDa..

36



Ademdas la misma fraccion analizada previamentliante electroforesis en geles de
poliacrilamida se sometié a un segundo paso déiqgagidbn mediante cromatografia liquida de
alta eficacia (HPLC). El perfil de elucion obtenidel HPLC muestra que gicina A eluye a
tiempos de retencion de 4 a 5 minutos al obserMarggesencia de la proteina al realizar
electroforesis en geles de poliacrilamida y ensdgaactividad antimicrobiana inhibiendo el
crecimiento de la cepa bacteriana sensftdphyl ococcus aureus ATCC 2923. Estos resultados

corroboran la presencia de gicina A en el eluida paturaleza hidrofébica de esta misma.

6.2 Determinacion masa molecular de gicina A

Datos preliminares que se presentaron en ti@dccion indicaron que la actividad
antimicrobiana producida por la cepaRseudomonas aeruginosa O400 era capaz de difundir a
través de membranas de didlisis con tamafio de gerd2 kDa(Figura 1) por lo que se
esperaba que gicina A fuera una proteina pequefiaotRa parte la electroforesis en geles de
poliacrilamida en condiciones denaturantes de t&ebacina purificada mostré la presencia de
una proteina de masa aproximada de 7 kDa. Al sonedefracciones purificadas mediante
HPLC a espectrometria de masas MALDI-TOF se obtuvaespectro de masas en el que se
observo la presencia de una molécula de 7925 Da.ré&sultado concuerda con lo observado en
los experimentos previos donde gicina A difundieagés de la membrana de didlisis de tamafio
de poro de 12 kDa, y donde presentaba una mascuted aproximada de 7 kDa en geles de

poliacrilamida.

Es bien sabido qu&aphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa colonizan algunos
nichos similares. Estas especies bacterianas sentesginfecciosos intrahospitalarios que
afectan principalmente a pacientes inmunodeprimigiasiuciendo afecciones en el tracto
respiratorio Kascellino y cols. 2001 Existe una diversidad de interacciones entreasmb
especies, encontrdndose tanto sinergismo entsepata colonizar un nichéléndricks y cols.

2001), como también antagonismo microbiano entre eBaske y Patte, 1967.
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Como mecanismos antimicrobianos entre estas espkaisido documentado la presencia de
diversa actividad anti-staphyoloccocica de divensaturaleza (enzimatica, metabolitos
secundarios, etc) producida por aislados clini@Bsdudomonas aeruginosa (Mansito y cols.
1987. En base a estos hallazgos se ha propuesto la piédwte diversos tipos de compuestos
con efectos antagonistas contra cepasS@ghypolococcus aureus por parte de cepas de
Pseudomonas aeruginosa, incluyendo bacteriocinas y microcinas las que exmpleadasomo
mecanismos de competendeabido a que ocupan el nicho ecoldgittaghburn y cols.2005%
Burke y Patte, 1967; Mansito y cols. 1997 No obstante lo sefialado anteriormente, un
compuesto tipo bacteriocina de estas caractedstida masa molecular y actividad

antimicrobiana no ha sido reportado previamenteepas déseudomonas aer uginosa.

6.3 Estabilidad de gicina A a temperatura, pH y solvergs

La mayoria de las bacteriocinas de baja madecoiar producidas tanto por bacterias Gram
positivo como por bacterias Gram negativo son tersies a condiciones extrem@echard y
Sahl, 2002; Gillor y cols., 2004). Los resultados obtenidos confirman lo descritolan
literatura, ya que, la actividad antibacterian@ideéa A no se ve alterada en ninguna del amplio
rango de temperaturas ensayadas. Esta estabildabservd de manera previa para altas
temperaturas dado que en ensayos con la cepa paldge la bacteriocina eran concentrados
por evaporacion a 60 °C, presentando una inhibisibre el crecimiento bacteriano de un
césped de la cepa indicadoraSiaphyl ococcus aureus ATCC 25923. Por otra parte, gicina A
presento estabilidad a temperaturas bajo 0 °C paraturas cercanas a la ambie(itabla V).
Asimismo la actividad antimicrobiana de gicina Aemalterada al ser incubada en ninguno de
los solventes estudiad¢$abla V) lo que es coincidente con las propiedades de laomas

de clase I[Baquero y cols. 1984)

No existe en la literatura explicaciones paste fendmeno de resistencia a condiciones
extremas presente en este tipo de péptidos o ptiipé, sin embargo, se puede proponer que
estas proteinas tienen una gran capacidad de aelegstructura terciaria, luego de haber sido
sometidas a alguna de estas condiciones, recaboinesta manera su actividad antimicrobiana

38



original. Otra opcion para explicar este fendmesigue los dominios aminoacidicos que le dan
la actividad antimicrobiana no dependan fuertemdat&a estructura terciaria de la proteina, de
manera tal que, aun perdiendo su estructura tergiar alguna condicion, por ejemplo alta

temperatura, estos dominios mantengan la estrugtiggroduce la actividad antimicrobiana de
la proteina. Sin duda este es un fenébmeno intdeesamue debe ser motivo de mayores
estudios.

Continuando con el andlisis de estabilidadidima A a condiciones extremas la incubacién
de la bacteriocina en amortiguadores con distintédares de pH mostré una disminucién en la
actividad antimicrobiana de la bacteriocina a \edogxtremos de pH. Una explicacion para este
fendmeno podria ser considerar variables que puestan afectando en conjunto con el pH la
estabilidad de la proteina, como por ejemplo ehpie de incubacidn o la fuerza ibnica presente
en el tampdn empleado para realizar estos ens&gbes factores pueden estar alterando la
estructura de la proteina que le confiere a lagbiacina la capacidad para volver a plegarse en

su forma activa.

Por los resultados obtenidos gicina A puede dasificada como una bacteriocina
hidrofébica, termoestable cuya actividad es establdiversos solventes organicos e inorganicos

y cuya actividad antimicrobiana se ve disminuidalares extremos de pH.

6.4 Espectro de accion de gicina A

La actividad antimirobiana de la cepa Beecudomonas aeruginosa O400 estudiada
inicialmente abarcaba un estudio sélo sobre cuagpas bacterianas Gram positivo
(Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Listeria monocytogenes y Bacillus cereus) y
cuatro bacterias Gram negativo analizagBscherichia coli, Salmonella enterica Serovar

Typhimurium Shigella sonnei, Pseudomonas aer uginosa).

Para determinar si gicina A posee actividataateriana sélo sobre bacterias Gram positivo
se realizaron ensayos de actividad en placa andpliahanalisis a 10 cepas bacterianas Gram

positivo y 10 cepas bacterianas Gram negativo. dbe &ndlisis se desprendié que gicina A no
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presenta actividad antimicrobiana sobre ningundag€elO cepas de bacterias Gram negativo
estudiadas, y solo tiene actividad antimicrobiavtares cepas bacterianas Gram positivo. Esto es
completamente novedoso, ya que no se ha descril® lgaratura una bacteriocina producida
por una bacteria Gram negativo que presente aathaatimicrobiana solo sobre bacterias Gram
negativo. Todas las bacteriocinas por definiciénen actividad sobre cepas bacterianas de la
misma especie o estrechamente relacionadas y adamélen poseer actividad sobre otras
bacterias de especies diferentes a la cepa pradydterger, 2002) Sin embargo gicina A no
presenta actividad sobre otras cepaPsadomonas aeruginosa u otrasbacterias relacionadas a
ellas como algunasproteobacterias tales corischerichia coli 0 Salmonella enterica serovar
Enteritidis miembros de la familia Enterobacteregce a bacterias representantes del grupo
Vibrionaceae coma/ibrio parahaemolyticus entre otras especies bacterianas Gram negativo

relacionadas a la cepa productora de esta badterioc

6.5 Modo de accién de gicina A

Los resultados de alteracidn en la cinéliz@recimiento producto de la gicina A muestran
que el efecto de esta bacteriocina sobre la bachdsinco es un efecto bactericida dado que
produce un efecto letal en la bacteria disminuyeladgiabilidad celular (UFC/mL), pero no
produce una lisis de las mismas, ya que la turbidézultivo (D.Ogog), dado por los cuerpos

celulares, no disminuy6 durante el ensayo.

Este efecto antimicrobiano es caracteristiedad bacteriocinas de clase Il producidas por
bacterias Gram positivo y en las microcinas deeclaproducidas por bacterias Gram negativo,
donde el mecanismo de accién de estos antimicrobias la alteracion de la permeabilidad de

la membrana celular de la bacteria blanco comaedgobservar en Teablas 1 y 1.

Para corroborar si ocurre una permeabilizad®&ta membrana celular de la bacteria blanco
debido a la interaccion de esta con gicina A, abzd un ensayo de viabilidad celular utilizando

el sistema comercial BACTO/LIVE® (Invitrogen). Esemsayo ratifica la hipotesis de que
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gicina A tiene un efecto toxico sobre la bactel@nbo generando un dafio en la membrana

plasmatica y produciendo su permeabilizacion.

Los resultados muestran que esta bacteriobgm®e un efecto bactericida alterando la
permeabilidad de la membrana celular de bactemam@ositivo. Las bacteriocinas ejercen su
efecto mediante receptores especificos que perraténteraccion de la bacteriocina con la
bacteria blancdlLagos y cols., 2009)Las microcinas de clase Il por lo general usamao
receptores a proteinas involucradas en la captagdrierro o nutrientes tales como FepA, Cir,
Fiu y Omp C, mediante estos receptores son camgcesspasar la membrana celular externa
hacia el periplasma y ejercer su efecto a niveladmembrana celular interna de la bacteria
(Duquesne y cols. 2007) Sin embargo la actividad antimicrobiana prodagidr gicina A es
selectiva s6lo para bacterias Gram positivo. Estoehsuponer que debe existir un receptor
especifico que se expresa en este tipo de bacteragermite la accion de esta bacteriocina. Un
ejemplo conocido de blanco presente en bacteria@sn ositivo utilizado por algunos
antimicrobianos, incluido bacteriocinas, es el preor de la sintesis de la pared celular el lipido
Il (Breukink y, de Kruijff, 2006).

Una buena aproximacion para el entendimieatorgcanismo molecular de accion de gicina
A es el andlisis de su secuencia aminocidica esiadiar la existencia de homologia con
bacteriocinas cuyo mecanismo de accion ya se etreudescrito o realizar genética reversa, a
partir de la proteina purificada, para identifiehigen que codifica para gicina A. Actualmente
en nuestro laboratorio se estdn abordando enfodeegenética molecular, a través de
mutagénesis al azar por transposicion, para ideatifos determinantes genéticos involucrados

en la produccion de gicina A. Ademas, de maneral@ar se estan elaborando genotecas.

6.6 Citotoxicidad de gicina A sobre células eucariontes

Antes de proponer una utilizacion de las bamtmas como agentes antimicrobianos con
aplicaciones biotecnolégicas para combatir infewesoen biomedicina, o como control de

organismos en la industria alimenticia o sus pesihisos en probiéticos, se hace necesario
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evaluar la toxicidad que estas presentan sobréasé@ucarionteHancock y Sahl 2006)Hasta
ahora se sabe que la accion de las bacteriocinaseomediada por el reconocimiento de
receptores especificos de la bacteria; por estandgoria de estas proteinas no presentan

toxicidad frente a lineas celulares eucariofitegos y cols., 2009)

Dado que hemos descubierto que gicina A paseefecto toxico en la bacteria blanco a
través de la permeabilizacion de la membrana aeleNaluamos el efecto que esta ejercia sobre
el crecimiento de lineas celulares eucariomtesitro. Para la realizacién de este ensayo se
utilizé dos lineas celulares de origen tumoral. télsilas U937 correspondientes a un linfoma
histocistico humano y las células K562 cuyo origemuna leucemia mieloide. Por otra parte se
utilizé una linea celular cuyo origen eran célwasbrionarias de rifion humano la linea celular
HEK 293.

Los resultados de los ensayos de citotoxicidadgicina A sobre las células eucariontes
mostraron una disminucién en el porcentaje de salaede las lineas celulares de origen
tumoral a valores altos de concentracion de gigii204800 UA/mL). Esta disminucidn es mas

exacerbada en las células U937.

No obstante lo anterior, la citotoxicidad ggieina A present0 sobre las lineas celulares de
origen tumoral se presenta a concentraciones deagic mayores a su CIM (2560 UA/mL),

siendo unas 100 veces mayor que esta.

Las microcinas de clase Il dada su alta hadricfdad tienen la propension a formar
agregados en soluciones acuofasrsini y cols., 2010).En el caso de gicina A para estos
experimentos se concentr6 mediante evaporaciomaa @bncentraciones solubilizando en un
tampon acuoso de fosfato salino a pH 7 lo que esnedio idoneo para la formacion de
agregados de este tipo de bacteriocinas. Los atpedarmados por algunos tipos de estas
microcinas como la microcina E492 son de tipo aishé@ inducen apoptosis en algunas lineas
celulares de origen tumorgHetz y cols., 2002).La formacién de agregados en altas
concentraciones de gicina A podria dar cuenta aidéoxicidad que presenta sobre las lineas

tumorales a tales concentraciones.
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Debido a que gicina A no presento citotoxidid&gnificativa sobre las células embrionarias
de rifibn humano y presentaron una disminucién esol@evida a concentraciones altas de
gicina A se puede concluir que esta bacteriocinasnatotdxica en células eucariontes de origen

no tumoral y es levemente citotoxica en lineaslaeda tumorales.

El fendmeno de citotoxicidad selectiva parales de origen tumoral, ha sido descrito para
otros tipos de bacteriocinas como es el caso denafy pyocinas, colicinas, pediocinas,
microcinas entre otra@&ornut y cols., 2008) lo que ha generado la oportunidad de aplicar
estas proteinas como agentes antineoplasicos.giinsen estudios en el mecanismo mediante
el cual gicina A genera esta citotoxicidad serarutiledad para una posible aplicacion en el
campo de la biomedicina.
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7. Conclusiones

La gicina A es un polipéptido de 7925 Da con caramtisticas clasicas de
bacteriocinas y microcinas de clase Il (hidrofébicp termoestable, resistente a

solventes organicos).

La actividad de gicina A disminuye a valores extrems de pH.

La gicina A ejerce su accion antibacteriana permedlizando la membrana de la

bacteria blanco.

La gicina A puede ser clasificada como un nuevo tipde microcina que actla sélo

sobre bacterias Gram positivo.

La gicina A presenta citotoxicidadin vitro sobre lineas celulares de origen tumoral

solo a altas concentraciones.
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