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RESUMEN

Entre los vectores de polinizacion animal de las plantas consumidas por el ser humano, la
abeja melifera (Apis mellifera) es el de mayor relevancia, ya que poliniza alrededor de un 70% de
estas; con una valorizacidon aproximada de 190 billones de USD anuales a nivel mundial. Ademas,
desde esta misma perspectiva este insecto es fundamental para mantener los ecosistemas naturales.
Sin embargo, desde el 2006 A. mellifera ha experimentado un marcado descenso en su poblacion,
causado por la desaparicién de las abejas obreras adultas de la colmena y el colapso de esta,
fendmeno denominado Sindrome del Colapso de la Colmena (SCC); el que ha sido asociado a
variados factores estresores como pesticidas, parasitos y patégenos actuando en conjunto. La
importancia de A. mellifera y las presiones ambientales que esta experimentando han llevado a
estudiar de manera exhaustiva a la especie.

Para enfrentar los citados estresores y debido a su naturaleza social, A. mellifera ha
desarrollado diversos mecanismos de inmunidad social, entre los cuales se destaca la secrecion del
péptido antibacteriano defensina-1 (péptido cationico, rico en cisteinas con actividad principalmente
contra bacterias Gram-positivas) desde glandulas exocrinas hacia los alimentos de la colmena: la
jalea real y la miel. Esta Gltima es reconocida por su actividad antibacteriana, antiviral y antifingica
y por ello se ha propuesto su uso en medicina clinica. Ademas de la defensina-1 hay varios factores
responsables de la actividad antibacteriana de la miel (alta osmolaridad, pH &cido, generacion de
peréxido de hidrdgeno). Sin embargo, son limitados los reportes sobre la determinacién del péptido
en la miel y dado que es uno de los principales factores que le otorgan su capacidad antibacteriana,
representa un buen biomarcador para caracterizar y verificar la calidad del producto.

Para determinar defensina-1 en miel se ha propuesto la inmunoadsorcion ligada a enzima
(ELISA). Aunque este método es especifico y bastante sensible, el reconocimiento inmunoldgico
solo considera una parte de la estructura del péptido, lo que podria conducir a una pérdida de
informacién sobre la presencia de diferentes especies, incluida una posible forma glicada de
defensina-1. Bajo esta perspectiva, tener métodos de andlisis con bases quimicas de separacion,
deteccion y cuantificacion de defensina-1 en la miel, podria representar un apoyo complementario a
los estudios que requieren los actuales desafios apicolas. En la presente tesis se propone desarrollar
una metodologia con bases quimicas de separacién, detecciéon y cuantificacién de defensina-1 en
miel, basada en su extraccion en fase sélida con intercambio cationico débil (SPE-WCX), teniendo
en cuenta su composicion basica de aminoacidos; para luego determinarla por cromatografia liquida

de alta rendimiento en fase reversa de pares i6nicos (IP-RP-HPLC), acoplada a un detector de
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fluorescencia en serie con un detector de arreglo de diodos.

La hipdtesis propuesta es: “La miel de abeja de la especie Apis mellifera producida en la
zona centro-sur de Chile, presenta defensina-1 en cantidades cuantificables mediante el método
analitico desarrollado”. Mientras que el objetivo general de esta tesis fue: ‘“Desarrollar un método
analitico para cuantificar defensina-1 en la miel, mediante SPE-WCX asociada a IP-RP-HPLC-FD”.

En primer lugar, se obtuvo defensina-1 recombinante (empleada como patrén) mediante
induccién de Ubiquitina-defensina-1 utilizando isopropil B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG). Se
purificod la defensina-1 recombinante mediante cromatografia de afinidad asociada a ion metélico
(IMAC), en un medio denaturante y reductor, y posterior cromatografia por exclusion molecular.
Como resultado del proceso se obtuvo aproximadamente 1,25 mg de péptido por litro de medio de
cultivo. Se verifico la identidad de la proteina purificada mediante cromatografia liquida asociada a
espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS); con un 100% de coincidencia con la secuencia
aminoacidica y un peso de 5.560 Da, muy similar al peso tedrico de la isoforma utilizada para este
estudio (5.525 Da).

Posteriormente se caracterizd a la defensina-1 recombinante por espectroscopia de
fluorescencia total. Los espectros de fluorescencia total del péptido arrojaron méaximos de
excitacién/emision a 220/360 nm y 280/360 nm, asociados al residuo de triptéfano presente en la
defensina-1 recombinante. Se construyd una curva de calibrado con el valor de fluorescencia
obtenido a 280/360 nm de longitud de onda de excitacién/emisién (Aexc/Aem); obteniéndose un
R2=0,9902; corroborando la relacion entre la concentracion del péptido y su fluorescencia.

Se implementd un método para la deteccion-cuantificacion de la defensina-1 mediante IP-
RP-HPLC-FD. Para ello se us6 una elucion isocratica 80% fase A (Acetonitrilo y
Betamercaptoetanol (BME) 10 mM) y 20% fase B (Agua ultrapura y BME 10 mM) en una columna
C18 de 150 mm de largo y 4,6 mm de diametro (Aeris™ 3,6 um PEPTIDE XB-C18 100 x 21 mm).
Previo a su inyeccion, las muestras fueron incubadas por 1 hora a temperatura ambiente con acido
trifluoroacético (TFA) y BPME para la reduccion del péptido. Bajo estas condiciones, la defensina-1
recombinante presenté un Gnico pico cromatografico a los 1,55 minutos. Se construyeron dos
curvas de calibrado de baja (2,9 a 11 uM) y alta concentracion (11 a 81,36 pM); con valores de R?
de 0,9628 y 0,9828, respectivamente. Los LOD y LOQ fueron 2,2 uM y 6,6 uM, respectivamente.

Luego, se desarroll6 una metodologia basada en SPE-WCX para extraer la defensina-1
desde la miel. Los extractos obtenidos fueron analizados inicialmente mediante espectroscopia de
fluorescencia total con el fin de evaluar la recuperacion de la defensina. Sin embargo, no se

obtuvieron resultados concluyentes debido a la variedad de sefiales de fluorescencia observadas. Por
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ello se evaluo el resultado del proceso mediante IP-RP-HPLC-FD. La defensina-1 recombinante
pura sometida a SPE-WCX presenté un pico cromatografico a los 1,55 minutos y dos picos
adicionales a los 1,79 y 2,23 minutos; atribuibles a especies de defensina-1 recombinante con una
conformacion distinta producto de la reduccién y re-oxidacion de los enlaces disulfuro de su
estructura, producidos durante el proceso de purificacion y/o separacion. Por su parte, las muestras
de miel sometidas SPE-WCX presentaron igualmente un pico cromatografico a los 1,55 minutos
asociado al péptido y el mismo pico adicional a los 1,79 minutos, parcialmente solapado al pico de
la defensina-1; atribuible a una especie de defensina-1 con una conformacion distinta como se
menciond anteriormente. Esto indica la necesidad de una incubacion de las muestras con un
reductor, previa a su analisis por HPLC

Finalmente se determind la concentracion de defensina-1 en cinco mieles provenientes de
la zona central del pais, obteniéndose valores entre 26,5 + 0,4 y 60 + 2 pg de defensina-1/ g de
miel; con coeficientes de variacion entre 0,7 y 3,0%, lo que demuestra la buena repetitividad del
método desarrollado.

Se concluye asi, que se desarrollé un método basado en SPE-WCX asociado a HPLC-FD
el que permitié detectar y cuantificar defensina-1 en mieles chilenas y confirmar la hipoétesis
propuesta. Este permitirdA complementar el estudio de la miel relacionado con la presencia del
péptido y su capacidad antimicrobiana y/o avalar el uso de la miel en otras dimensiones, mas alla
del consumo humano. Cabe sefialar que se requieren hacer algunos ajustes al método desarrollado

para dar mayor certeza a la determinacion del péptido.
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ABSTRACT

Among the animal pollination vectors of plants consumed by humans, the honeybee (Apis
mellifera) is the most relevant, since it pollinates about 70% of these plants, with an approximate
value of 190 billion USD per year worldwide. Furthermore, from this same perspective, this insect
is fundamental to maintain natural ecosystems. However, since 2006 A. mellifera has experienced a
marked decline in its population, caused by the disappearance of adult worker bees from the hive
and the collapse of the hive, a phenomenon called Colony Collapse Disorder (CCD), which has
been associated with various stressors such as pesticides, parasites and pathogens acting together.
The importance of A. mellifera and the environmental pressures it is experiencing have led to an
exhaustive study of the species.

To cope with these stressors and due to its social nature, A. mellifera has developed
several social immunity mechanisms, among which is the secretion of the antibacterial peptide
defensin-1 (a cationic peptide, rich in cysteines with activity against Gram-positive bacteria), from
exocrine glands to the hive food: royal jelly and honey. The latter is recognized for its antibacterial,
antiviral and antifungal activity and has therefore been proposed for use in clinical medicine. In
addition to defensin-1 there are several factors responsible for the antibacterial activity of honey
(high osmolarity, acid pH, hydrogen peroxide generation). However, there are limited reports on the
determination of the peptide in honey, and since it is one of the main factors that give honey its
antibacterial activity, it represents a good biomarker to characterize and verify the quality of the
product.

Enzyme-linked immuno-adsorption assay (ELISA) has been proposed to determine
defensin-1 in honey. Although this method is specific and quite sensitive, the immunological
recognition only considers a part of the peptide structure, which could lead to a loss of information
about the presence of different species, including a possible glycated form of defensin-1. Under this
perspective, having methods of analysis with chemical bases of separation, detection and
quantification of defensin-1 in honey, could represent a complementary support to the studies
required by the current beekeeping challenges. The present thesis proposes a chemically based
methodology for the separation, detection and quantification of defensin-1 in honey, based on weak
cation exchange with solid phase extraction (WCX-SPE), considering its basic amino acid
composition, and then determining it by ion-pair reversed-phase high performance liquid
chromatography (IP-RP-HPLC), coupled to a fluorescence detector in series with a diode array

detector.
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The proposed hypothesis is: "Bee honey of the Apis mellifera species produced in the
central-southern zone of Chile, presents defensin-1 in mensurable quantities by means of the
analytical method developed”. While the general objective of this thesis was: "To develop an
analytical method to quantify defensin-1 in honey, by means of WCX-SPE associated to IP-RP-
HPLC-FD".

First, recombinant defensin-1 (used as a standard) was obtained by induction of Ubiquitin-
defensin-1 using isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG). Recombinant defensin-1 was
purified by immobilized metal affinity chromatography (IMAC) in a denaturing and reducing
medium, followed by size exclusion chromatography. As a result of the process, approximately 1,25
mg of peptide was obtained per liter of culture medium. The identity of the purified protein was
verified by liquid chromatography with tandem mass spectrometry (LC-MS/MS); with a 100% fit in
the amino acid sequence and a weight of 5,560 Da, very similar to the theoretical weight of the
isoform used for this study (5,525 Da).

Recombinant defensin-1 was then characterized by total fluorescence spectroscopy. Total
fluorescence spectra of the peptide yielded excitation/emission maxima at 220/360 nm and 280/360
nm, associated with the tryptophan residue present in the recombinant defensin-1. A calibration
curve was constructed with the fluorescence value obtained at 280/360 nm (Aexc/Aem); obtaining an
R2=0,9902; corroborating the relationship between peptide concentration and its fluorescence.

A method for the detection-quantification of defensin-1 by IP-RP-HPLC-FD was
implemented. For this purpose, an isocratic elution of 80% phase A (acetonitrile and BME 10 mM)
and 20% phase B (ultrapure water PME 10 mM) on a C18 column of 150 mm length and 4.6 mm
diameter (Aeris™ 3.6 um PEPTIDE XB-C18 100 x 21 mm) was used. Prior to injection, samples
were incubated for 1 h at room temperature with TFA and BME for peptide reduction. Under these
conditions, recombinant defensin-1 presented a single chromatographic peak at 1,55 minutes. Two
calibration curves were constructed for low (2,9 to 11 uM) and high concentration (11 to 81,36
uUM); with R? values of 0,9628 and 0,9828, respectively. The LOD and LOQ were 2,2 uM and 6,6
uM, respectively.

An SPE-WCX based methodology was developed to extract defensin-1 from honey. The
extracts obtained were initially analyzed by total fluorescence spectroscopy in order to evaluate the
recovery of defensin. However, no conclusive results were obtained due to the variety of
fluorescence signals observed. Therefore, the outcome of the process was evaluated by IP-RP-
HPLC-FD. The pure recombinant defensin-1 subjected SPE-WCX presented a chromatographic

peak at 1,55 minutes and two additional peaks at 1.79 and 2.23 minutes; attributable to recombinant
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defensin-1 species with a different conformation as a result of the reduction and re-oxidation of the
disulfide bonds of its structure produced during the purification and/or separation process. For their
part, the honey samples subjected to SPE-WCX also presented a chromatographic peak at 1,55
minutes associated with the peptide and the same additional peak at 1,79 minutes, partially
overlapping the defensin-1 peak; attributable to a defensin-1 species with a different conformation
as previously mentioned. This indicates the need for incubation of the samples with a reducing
agent prior to HPLC analysis.

Finally, the concentration of defensin-1 was determined in five honeys from the central
zone of the country, obtaining values between 26,5 + 0,4 and 60 + 2 pg of defensin-1/ g of honey;
with coefficients of variation between 0,7 and 3,0%, which shows the good repeatability of the
developed method.

It is thus concluded that a method based on SPE-WCX associated to HPLC-FD was
developed, which allowed the detection and quantification of defensin-1 in Chilean honeys, thus
confirming the proposed hypothesis. This will allow complementing the study of honey related to
the presence of the peptide and its antimicrobial capacity and/or endorsing the use of honey in other
dimensions, beyond human consumption. It should be noted that some adjustments need to be made

to the method developed to give greater certainty to the determination of the peptide.
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INTRODUCCION

1. Relevancia ecolégica y econdmica de Apis mellifera.

La mayoria de las angiospermas, taxon asociado a las especies del reino vegetal
comunmente denominadas como “plantas con flores”, dependen para su fertilizacion de agentes
externos conocidos como vectores, debido a que no poseen polen auto compatible, o la especie
posee una variedad macho y hembra definida (Howard & Barrows, 2014; Intergovernmental
Services, 2018). Dentro de este tipo de vehiculos, se pueden considerar a los vectores animales
como los polinizadores mas relevantes a nivel mundial, participando en la reproduccién floral de
mas del 87% de los sistemas agricolas y naturales (Ollerton et al., 2011). Dentro del grupo de
polinizadores animales podemos encontrar a: escarabajos, polillas, mariposas, hormigas, aves,
abejas, murciélagos, entre otros (Rader et al., 2016). Sin embargo, dentro de este selecto grupo de
vectores, los insectos se adjudican el 75% de la polinizacion de las especies cultivables, y hasta el
94% de las plantas silvestres a nivel mundial (Richards, 2001; Vanbergen et al., 2013).

La abeja occidental o europea (Apis mellifera) insecto perteneciente al filo de los
artropodos, se caracteriza por exhibir una organizacién social altamente jerarquizada, con una
funcién especifica para cada individuo, especialmente en las tareas de adquisicion vy
almacenamiento del alimento, resultando en un enjambre que producira y crecera como un solo
organismo (Trhlin & Rajchard, 2011; Eyer et al., 2016). A. mellifera poliniza el 16% de las especies
vegetales a nivel mundial y el 70% de las especies de plantas consumidas regularmente por el ser
humano, siendo la polinizadora principal del 48% de estas Gltimas (Thakur, 2012). Se ha estimado
que este insecto genera aproximadamente 190 billones de USD anuales sélo por concepto de
polinizacién de cultivos agricolas a nivel mundial (Paudel et al., 2015); mientras que, en Estados
Unidos, los llamados “servicios de polinizacion” que provee la apicultura produjeron, el 2016,
ingresos por 338 millones de USD para cada apicultor con 6 0 mas colmenas en su poder (Ferrier et
al., 2018). En Chile se estima que el impacto econdmico de esta actividad polinizadora se sitta en el
rango de los 225 a los 450 millones de USD (INDAP, 2007). Esta abeja ha sido ampliamente
domesticada en busqueda de sus productos, principalmente su miel, para ser comercializada debido
a su alto valor nutricional (Lerdon & Navarro, 2017); en nuestro pais, ademas, la miel es el
principal producto primario pecuario de exportacion, cuyo principal destino es a paises de la Union
Europea como Alemania y Francia (ODEPA, 2018). Si bien Chile es el exportador de miel nimero

25 a nivel internacional, la actividad apicola es un rubro importante dentro de las actividades
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pecuarias nacionales, con 4657 apicultores responsables de alrededor de 779 mil colmenas,
distribuidas en 8851 apiarios repartidos por todo el territorio nacional (Barrera, 2015; SIPEC, 2018;
ODEPA, 2018). En virtud de lo anterior, es imposible pasar por alto la importancia que estos
organismos tienen, tanto para la mantencién de los diversos ecosistemas terrestres en los que estan
presentes; como para el ser humano, por su aporte a la agricultura, y el impacto cultural que tienen

en la sociedad (Byers, 2017; Intergovernmental Services, 2018).

2. El Sindrome de Colapso de la Colmena y sus implicancias actuales.

Con la importancia que cada afio va ganando la exportacion nacional de productos
apicolas, la fiscalizacién de la calidad y el seguimiento de los estandares internacionales se hace
cada vez mas complejo, al igual que la proteccion y mantencion de la salud de las colmenas.

Desde el invierno del 2006 hasta la primavera del 2007, en el hemisferio norte del planeta
las abejas meliferas adultas comenzaron a desaparecer en masa, dando cuenta de un fenémeno que
se venia desarrollando desde hace décadas, con la pérdida de decenas de miles de colonias en EE.
UU., entre 1980 y el 2005. (vanEngelsdorp et al., 2007; vanEngelsdorp et al., 2009). Estas
desapariciones alcanzaron valores histdricos de un 30% del total de colmenas en EE. UU. durante el
periodo invernal 2006/2007, lo que despert6 la alarma mundial para que se hicieran estudios de
monitoreo mas estrictos sobre el tema. Como resultado de ello, registros posteriores dieron a luz
inquietantes cifras de pérdidas anuales: 53% en Europa, 85% en Medio Oriente y 25% en Jap6n
(vanEngelsdorp et al., 2007; Neumann & Carreck, 2010). La gran mayoria de las colonias que
perecieron reportaban las mismas caracteristicas: 1. Una rapida disminucion en el nimero de abejas
trabajadoras adultas, y un exceso proporcional de crias, evidencia de una colmena débil o muerta. 2.
Ausencia de abejas muertas al interior o en los alrededores de la colmena. 3. Ataques de pestes y
robo por parte de abejas de colonias vecinas, luego de que la colmena colapsara (vanEngelsdorp et
al., 2009). Luego, se denominé a este fendmeno como: Sindrome de Colapso de la Colmena (SCC o
Colony Collapse Disorder, CCD por sus siglas en inglés), desorden que amenaza la poblacion
mundial de esta especie.

Los problemas que afectan a la abeja melifera moderna son maltiples: el uso de pesticidas,
las malas précticas en apicultura, la presion que ejercen ecosistemas saturados y altamente
competitivos sobre los polinizadores; ademas de plagas nacidas y propagadas, en parte, por todos
los factores antes mencionados, perjudican continuamente a la especie (Jacques et al., 2017; Le

Conte et al., 2010; Mullin et al., 2010; Vanbergen et al., 2013). Se postula que el paso desde una
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colmena sana, a una gue inevitablemente perecera por SCC, es inducida por esta serie de factores
estresores y patogénicos, muchas veces sinérgicos, que debilitan lentamente a la colmena hasta su
inevitable colapso, no lograndose identificar ninguna condicién en especifico que por si sola logre
causar el sindrome (Li et al., 2018; Oldroyd, 2007). En Chile, ain no se ha realizado un estudio
detallado respecto a este fendmeno, pero si se ha reportado que las abejas meliferas se ven
expuestas a una amplia gama de insecticidas, plagas y paréasitos. Entre los factores mas relevantes
que pudiesen causar un SCC, que han sido reportados en el pais, esta la presencia de los parasitos
Nosema spp. y Varroa destructor (Maggi et al., 2016; Vargas et al., 2017), este ultimo actuando
como vector de otros patdgenos virales y bacterianos (Hubert et al., 2015; Rosenkranz et al., 2010),
los cuales van progresivamente destruyendo y mermando la integridad de la colmena, para que
luego de una infeccion sostenida, esta muera por completo (Rosenkranz et al., 2010). Por lo tanto,
canalizar la investigacion hacia el entendimiento de los mecanismos inmunoldgicos de las abejas, y
su capacidad de lidiar con estos estresores, podria ayudar a mejorar la salud y productividad de las
colonias de la abeja europea.

3. Inmunidad en A. mellifera.

Como todos los insectos, las abejas meliferas carecen de un sistema inmune adaptativo
clasico. Con una densidad poblacional considerable y en constante contacto, A. mellifera es muy
susceptible a enfermedades infecciosas, propagadas con facilidad entre los miembros del grupo por
las condiciones fisicas en las que se encuentran, y mas aun cuando estos estan altamente
relacionados genéticamente entre si (Cremer et al., 2007). Es por esto que como especie ha
desarrollado diversos mecanismos de “inmunidad social”, como por ejemplo: la identificacion y
expulsién de la colmena de individuos infectados, para evitar el contagio de otros miembros
(Spivak & Reuter, 2003), el recubrimiento de la colmena con materiales antisépticos como lo es el
propoleo, constantes limpiezas sociales entre individuos en busqueda de parasitos externos (Evans
et al., 2006), y la produccion de secreciones con actividad antimicrobiana desde glandulas
exocrinas, entre ellas, moléculas de su sistema inmune celular y humoral, que van a parar a las
distintas fuentes de alimentos de los que la colmena se provee (llyasov et al., 2013; Kwakman et al.,
2010). Asimismo, para lidiar con los distintos tipos de infecciones microbiolégicas que pueda sufrir,
esta abeja ha evolucionado una serie de lineas de defensa individuales, como barreras fisicas,
respuestas inmunes humorales y respuestas inmunes celulares, las que conforman su sistema

inmune innato (Randolt et al., 2008). Los mecanismos de defensa celulares estan mediados por
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hemocitos, los cuales tienen como principal funcién la fagocitosis de agentes exdgenos y la
liberacion de péptidos antimicrobianos encargados de eliminar la infeccion, a nivel de hemolinfa
(Miiller et al., 2008). Entre ellos estd la apidaecina, péptido rico en prolina compuesto de 18
aminoécidos, estable frente al calor, y de estructura no helical, con actividad bacteriostatica contra
bacterias principalmente Gram-negativas (Casteels et al., 1989); la abaecina, péptido de 34
aminoécidos, con un contenido del 30% de prolina, y capacidad bacteriostatica contra el espectro de
bacterias Gram-positivas (Casteels et al., 1990); la hymenoptaecina, péptido capaz de disminuir la
viabilidad bacteriana tanto de bacterias Gram-positivas como negativas, de 93 aminoécidos en total
(Casteels et al., 1993); y finalmente estan las defensinas, uno de los componentes humorales méas
relevantes para la especie de abejas meliferas debido a su presencia adicional en la jalea real y la
miel, lo que le da la caracteristica de ser participe en la inmunidad social de la colmena (Fujiwara et
al., 1990; Kwakman et al., 2010). Las defensinas comprenden una amplia familia de péptidos
antimicrobianos, cationicos, y ricos en cisteinas, capaces de actuar frente a una variedad de
microorganismos como bacterias, virus y hongos (llyasov et al., 2013; Raj & Dentino, 2002). Las
defensinas de insectos comparten ciertas caracteristicas estructurales como su longitud, variando
entre los 36 y 51 aminoacidos; su abundancia de residuos de cisteina, las cuales, al menos para la
defensina de A. mellifera, son esenciales para su actividad antimicrobiana (Bilikova et al., 2015); y
sus estructuras secundarias compuestas por un loop en el amino terminal, un alfa hélice y dos hojas
beta antiparalelas estabilizadas por tres puentes disulfuro (Klaudiny et al., 2005). Los estudios sobre
la actividad antimicrobiana de la defensina de A. mellifera han sido enfocados en bacterias,
demostrando actividad bactericida principalmente contra especies Gram-positivas (Bachanovéa et
al., 2002; Bilikova et al., 2015; Gatschenberger et al., 2013; Kwakman et al., 2010), pero con cierta
selectividad por algunas Gram-negativas (Bilikova et al., 2015; Kwakman et al., 2010). El
mecanismo de accion descrito para las defensinas ha sido generalizado a todas las moléculas que
presenten sus caracteristicas estructurales: estas moléculas, estando ionizadas positivamente,
interacttian con los componentes negativos de las membranas, que incluyen lipopolisacaridos (LPS)
en el caso de las bacterias Gram-negativas, polisacaridos (como el acido lipoteicoico) en el de las
Gram-positivas, o fosfolipidos. Esta union provoca la lisis celular, y posterior muerte de la bacteria
en cuestion (Raj & Dentino, 2002). Se ha demostrado en Micrococcus luteus, que la adicion de
defensina de insecto resulta en una inmediata perturbacion en la permeabilidad de su membrana: la
célula pierde potasio citoplasmatico y se despolariza parcialmente, lo que deriva en la inhibicién de
la respiracion celular, y una disminucion significativa del ATP intracelular (Cociancich et al.,
1993).
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Dos genes diferentes que codifican defensina han sido descubiertos en A. mellifera:
defensina-1 y defensina-2 (Klaudiny et al., 2005). EI gen denominado defensina-1 codifica 3
isoformas (Fig. 1): la defensina presente en la hemolinfa de la abeja (Denominada en este trabajo
como Def-H) (Casteels-Josson et al., 1994), y dos variantes descubiertas en la Jalea Real y la
cabeza de abejas meliferas nodrizas, denominadas Royalisina-F (Ro-F) (Fujiwara et al., 1990) y
Royalisina-K (Ro-K) (Klaudiny et al., 2005), respectivamente. Adicionalmente, defensina-1 es la
Unica variante genética expresada en las glandulas superiores de la abeja, las cuales liberan su
contenido sobre la Jalea Real o la miel, lo que reafirma su relevancia para la actividad
antimicrobiana que presentan estos alimentos, y finalmente, la inmunidad social de la colmena
(llyasov et al., 2013; Klaudiny et al., 2005).

1 10 20 30 40 51

g
Ro-K VTEDLLSFKGQVNDSAMAANBLSLGKAGGHEEKGVEIERKTSFKDLWDKEFE
Ro-F VIT@DLLSFKGQVNDSAMAANBLSLGKAGGHBEKGVEI@RKTSFKDLWDKME
DefH VT@DLLSFKGOVNDSAMAANBILSLGKAGGHEBEKNEGEIERKTSFKDLWDKHRF

Figura 1. Representacion esquematica de las 3 isoformas del péptido antimicrobiano defensina-1.
Representacion esquematica de las 3 isoformas del péptido antimicrobiano defensina-1. La diferencia entre
Ro-K (5525.4 Da) y Ro-F (5532.4 Da) esta representada en rojo/azul, al reemplazarse una arginina por
tirosina en la posicion 50. Adicionalmente, la diferencia entre Ro-K y Def-H (5515.5 Da) es una inversion de
los amino&cidos valina y glicina en las posiciones 34-35 y estd sefialada en verde/fucsia. Finalmente, la
diferencia entre Def-H y Ro-F es la conjuncién de las dos diferencias mencionadas anteriormente. Las
cisteinas, sefialadas en color naranja, forman enlaces disulfuro en la siguiente secuencia: C1-C4, C2-C5y C3-
C6. Extremo izquierdo: amino terminal. Extremo derecho: carboxilo terminal. Secuencias obtenidas y
editadas a partir de la base de datos en linea del NCBI y del Portal de recursos bioinformaticos suizo
(EXPASY).

4. Composicion bioquimica de la miel.

En términos moleculares, la miel esta compuesta principalmente de monosacaridos como
la glucosa y la fructosa, ademés de otros componentes menores como aminoacidos, acidos
organicos, vitaminas, minerales, compuestos fendlicos, péptidos y una serie de enzimas como la
glucosa oxidasa, invertasa, amilasa y catalasa (Bogdanov et al., 2008; da Silva et al., 2016). No

obstante, su composicion variara en gran medida dependiendo del origen boténico de sus
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componentes, las condiciones meteorolégicas, y la region geogréafica (Soares et al., 2017).

Desde la antigliedad, la miel ha sido reconocida por sus propiedades nutricionales y
terapéuticas (Bogdanov et al., 2008), por lo que actualmente, es ampliamente estudiada por su
potente actividad antibacteriana (Bachanova et al., 2002; Bilikova et al., 2015; Kwakman et al.,
2010), antiviral (Shahzad & Cohrs, 2012), y antifangica (Irish et al., 2006). Entre los responsables
de esta actividad estd su alta osmolaridad, dada gracias al alto contenido de azlcares que la
constituyen (Bogdanov et al., 2008), y el pH acido que impera en las soluciones de miel, que se
genera gracias a la accion de la enzima glucosa oxidasa (GOX), la cual, a partir de glucosa y
oxigeno molecular, produce acido gluconico y peréxido de hidrégeno (H20), otro potente agente
antimicrobiano (Bucekova et al., 2014). En conjunto con la accidn de estas moléculas, esta la
defensina-1, descrita anteriormente, la cual llega a la miel gracias a la accion de las abejas
recolectoras. Estas se dirigen en blsqueda del néctar, lo succionan, y luego lo almacenan en sus
estbmagos, donde se mezclard con las secreciones peptidicas y enzimaticas provenientes de sus
glandulas hipofaringeas y salivares, para ser procesado y modificado hasta su almacenamiento final
(FAO, 2009). Esto permite concentrar desde un 60-85% de agua inicial en el néctar, hasta un 12-
23% de agua en la miel, alcanzando hasta un 95% de peso seco en carbohidratos. (Bogdanov et al.,
2008; Bogdanov et al., 2011).

5. La defensina-1 como biomarcador.

Hoy en dia, la miel es utilizada en medicina clinica, en particular, para tratar quemaduras,
heridas cronicas, infecciones bacterianas resistentes, o en el tratamiento de pacientes que no pueden
someterse a un aseo quirdrgico seguro, como neonatos o adultos mayores (Aziz & Abdul, 2017,
Jull et al., 2015; Vandamme et al., 2013). Por ende, es esencial la seleccion de miel de alta calidad
para su uso como potencial tratamiento médico.

Los estandares actuales estipulan precisamente los criterios a cumplir, en cuanto a
composicién, que la miel debe poseer para su consumo, incluyendo entre otros, contenido de
azucares, humedad y concentraciones definidas de ciertos compuestos como metales pesados o
pesticidas (FAO, 2001; The Council of the European Union, 2002). Sin embargo, en lo que
respecta a los estandares que se requieren cumplir para calificar con la calidad de “clinica” a una
miel, no existe un consenso institucionalizado que le conceda dicho titulo a las mieles cuyo
proposito final es terapéutico. No obstante, se ha propuesto en la literatura una serie de criterios

necesarios para poder considerar a la miel en cuestion apropiada para su uso clinico, ademas de la
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obvia necesidad de que posea una alta capacidad antimicrobiana, como por ejemplo: estar libre de
substancias téxicas y contaminantes, su esterilizacion a través de radiaciéon gamma para librarla de
microorganismos persistentes, y el seguimiento de estrictos estdndares de produccion y
almacenamiento de acuerdo con las normas sanitarias establecidas por el organismo legal
correspondiente (Hermanns et al., 2020; Simon et al., 2009). Sin perjuicio de lo anterior, se ha
desarrollado un indicador especifico para clasificar de manera definitiva a la miel como “miel de
uso clinico”. El Factor Unico de la Manuka o Unique Manuka Factor (UMF por sus siglas en
inglés), es un indicador autéctono de Nueva Zelanda que ha sido utilizado por dicho pais, a través
de empresas independientes y de acuerdo con sus estipulaciones legales, para certificar productos
apicolas con una elevada capacidad antimicrobiana, autenticidad y frescura (Rabie et al., 2016;
Unique Manuka Factor Honey Association, 2021). Dicho factor lleva su nombre gracias a la
Manuka, arbol de origen oceanico que domina el mercado actual de mieles medicinales.

No obstante, existen problematicas asociadas al uso de este indicador. ElI parametro
principal que se utiliza en la determinacion del UMF es la actividad antimicrobiana derivada
especificamente de la presencia de Metilglioxal (MGO) en la miel en estudio, un precursor
altamente reactivo de productos de glicacion avanzada (AGES), el cual le otorga dichas cualidades
(Adams et al., 2008; Kwakman et al., 2011). Como se puede verificar en la literatura disponible, los
AGEs afectan la funcionalidad de las proteinas al modificar estructuralmente dichas moléculas
(Bouma et al., 2003; Chevalier et al., 2002; Ghosh et al., 2013; Ghosh-Moulick et al., 2007; Igbal
et al., 2016; Wei et al. 2009), esto genera la inhibicion de enzimas y péptidos importantes para la
accion antimicrobiana de la miel, como por ejemplo la GOX (Majtan et al., 2013), y la defensina-1
(Majtan et al., 2012), vulnerando las capacidades antimicrobianas especificas de este péptido
contra, por ejemplo, bacterias Gram-positivas como Staphylococcus aureus, una de las bacterias
mas relevantes a nivel clinico por sus altos indices de infecciones intrahospitalarias, y su actual
resistencia frente a antibidticos convencionales (Cooper & Jenkins, 2009). Ademas, la presencia
del MGO esté exclusivamente ligado al origen botanico de la miel, por lo que dicho marcador es
insuficiente para analizar la calidad del resto de mieles presentes en el mercado, como por ejemplo
la miel Revamil® (Bfactory Health Products, Rhenen, Paises Bajos) para la cual esta descrito en la
literatura que su principal actividad antimicrobiana proviene del H.O. y la defensina-1 (Kwakman
et al., 2010; Kwakman et al., 2011). Esto Gltimo podria abrir las puertas al mercado a mieles de
otros origenes si se emplease a la defensina-1 como un nuevo indicador de calidad antimicrobiana
de mieles que no contengan MGO. En base a estos antecedentes la defensina-1 podria ser utilizada

como un nuevo marcador biologico capaz de medir la actividad antimicrobiana de la miel y
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adicionalmente servir como pardmetro analitico en la estandarizacion de su uso médico y su
certificacion.

Otros factores que considerar, de entre los multiples que afectan la composicion y calidad
de la miel, son condiciones como el tiempo de almacenamiento, o la temperatura a la cual se ve
expuesta, las cuales, de no ser las adecuadas, pueden provocar la formacion de compuestos toxicos
para el ser humano. Un claro ejemplo de esto son los productos de Maillard, los cuales son
producto de la condensacion de glucosa con aminoéacidos que posean un grupo amino primario,
provocando la glicacion de las proteinas en cuestion (Welsh et al., 2016; da Silva et al., 2016). Lo
anterior cobra aun mayor importancia, cuando las especies modificadas estan relacionadas con la
actividad antimicrobiana de la miel, como la defensina-1, la cual, como cualquier péptido dentro de
una solucién con concentraciones saturantes de azlcar, incubado por un largo tiempo, y a
temperaturas considerablemente altas para la miel, podria sufrir glicaciones en su estructura, y
como se ha visto con la glicacion de otras proteinas, perder sus capacidades funcionales (Chua et
al., 2013; Welsh et al., 2016). Por todo lo anterior mencionado, es necesario desarrollar métodos
que permitan la determinacion de compuestos relevantes para establecer la calidad, autenticidad y
propiedades de la miel (como lo seria la defensina-1), en vistas a su comercializacién y consumo
humano, (Bogdanov & Martin, 2002).

Cuando se analiz6 el contenido protedmico de la miel procedentes de una serie de
especies vegetales, como girasol, eucaliptus y acacia, se establecié que las principales proteinas
identificadas en las mieles procedian de abeja (Chua et al., 2013; Di Girolamo et al., 2012),
mientras que el resto de los componentes proteicos proceden del polen forrajeado de la planta
(Nazarian et al., 2010). Por lo que los péptidos antimicrobianos, discutidos anteriormente, serian un
marcador adecuado para verificar la calidad y autenticidad de la miel.

Recientemente, ensayos de inmunoabsorcion ligados a enzima (ELISA) han sido
utilizados para cuantificar la “Major Royal Jelly Protein 1” (MRJP1), también conocida como
apalbumina-1, tanto en miel como en jalea real. Sin embargo, debido a su alta abundancia en la
miel, la cual alcanza el 23% del contenido proteico total, es dificil verificar variaciones
significativas en su concentracién producto de factores estresores patolégicos, o alteraciones
realizadas por el hombre (Bilikova & Simuth, 2010). En su lugar, la defensina-1 se presenta como
una alternativa al encontrarse en bajas concentraciones en la miel, y cuya variacién se podria
relacionar a adulteraciones como la adicion de azucares industriales, por ejemplo, el jarabe de maiz
(Valachovd et al., 2016).

Consecuentemente, se ha planteado la determinacion de este péptido como parametro de
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calidad estandar, en la seleccion de mieles cuyo uso requiere una elevada capacidad
antimicrobiana. El primer grupo en lograrlo fue el de Valachova (Valachova et al., 2016), el cual
evalué la posibilidad de cuantificar el péptido mediante un ELISA competitivo, utilizando
anticuerpos policlonales con el fin de seleccionar mieles con un alto potencial antimicrobiano. Sin
embargo, la realizacion de un ensayo ELISA trae una serie de complicaciones a un procedimiento
gue busca ser validado y automatizado: i. Para lograr una elevada selectividad se requiere del uso
de anticuerpos monoclonales, cuya obtencion es laboriosa en tiempo y recursos, ii. Existe una alta
posibilidad de obtener un falso positivo o negativo, debido a un blogueo insuficiente o mal
realizado de la superficie con antigeno o anticuerpo inmovilizado, iii. Pobre estabilidad del
anticuerpo a utilizar, si es que no se mantiene bajo condiciones de almacenamiento y refrigeracion
adecuadas (Sakamoto et al., 2018).

Ademas, aunque este método es relativamente especifico y bastante sensible, el
reconocimiento inmunoldgico sélo considera una pequefia parte de la secuencia aminoacidica de la
defensina-1. Asi, variaciones que puedan ocurrir en otras regiones del péptido, incluyendo una
posible glicacion, no podrian ser detectadas por esta técnica. Bajo esta perspectiva, contar con
métodos de analisis con bases quimicas de separacion, deteccidn y cuantificacién de defensina-1,
podria significar un apoyo complementario a los estudios que requieren los desafios apicolas

actuales, como la determinacién de su actividad antimicrobiana.

6. Herramientas analiticas para la determinacion de defensina-1.

A pesar de lo antedicho, la determinacion de defensina-1 en la miel ha sido poco
considerada. Una forma propuesta es el ELISA, no obstante, con sus limitaciones antes
mencionadas. Frente a este problema, la espectroscopia de fluorescencia aparece como una
herramienta analitica Gtil y simple para evaluar proteinas y sus formas glicadas. Como se puede
apreciar en la figura 1, la defensina-1 posee un triptéfano en su extremo carboxilo terminal, lo cual
permite determinar su presencia mediante fluorimetria. Por lo que seria posible realizar una
identificacion preliminar rapida de defensina-1 mediante esta técnica espectroscopica; ya sea como
proteina recombinante sintetizada en el laboratorio, o nativa en la miel.

Con respecto a la separacion necesaria de la defensina-1 desde la miel, antes de su
determinacion, y teniendo en cuenta la composicion béasica de aminoécidos de este péptido (Fig. 1)
(Fujiwara et al., 1990; Klaudiny et al., 2005); un tratamiento de aislamiento adecuado podria ser el

uso de una extraccion en fase sélida, con intercambio catiénico débil (SPE-WCX). De hecho, este
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tratamiento se ha utilizado de manera eficiente para el aislamiento de la apidaecina (Péptido
antimicrobiano basico similar a la defensina-1), desde la hemolinfa de abeja, antes de su
determinacion por cromatografia liquida (Danihlik et al., 2014). Por otro lado, la técnica mas
utilizada para el andlisis de péptidos en alimentos es la cromatografia liquida de alto rendimiento en
fase reversa de pares ionicos (IP-RP-HPLC) (Herraiz, 1997). Asi, luego del aislamiento y
concentracion de los péptidos de la matriz por SPE-WCX, la separacién se puede realizar en
columnas C18 para generar "mapas peptidicos”, con una fase movil de agua-acetonitrilo, mas 0,1%
de &cido trifluoroacético como reactivo de par iénico (Herraiz, 1997). El anélisis de los péptidos
antimicrobianos de A. mellifera y Bombus pascuorum se ha realizado de manera efectiva mediante
este método (Casteels-Josson et al., 1994; Rees et al., 1997), sin embargo, no hay informacion
disponible sobre la determinacién de defensina-1 en miel utilizando IP-RP-HPLC. Por lo tanto, el
aislamiento de la defensina-1 desde la miel por SPE-WCX, podria asociarse a IP-RP-HPLC para
realizar su determinacion analitica.

Por otra parte, la medicion de la fluorescencia del triptéfano a longitudes de onda de
excitacion (Aexc) 280nm / longitudes de onda de emision (hem) 360nm, aumentaria la selectividad
y la sensibilidad del analisis. Ademas, si se registran los espectros de emisién en lugar de valores
individuales de fluorescencia, se podria lograr una mejora en estas caracteristicas analiticas. La
cuantificacion de péptidos y proteinas separados por HPLC, mediante la deteccién de fluorescencia
nativa debido al triptéfano, se ha informado con un limite de cuantificacién tan bajo como 0,24
picomoles (Saraswat et al., 2012). Por esta razon, y considerando que el contenido de defensina-1
presente en la miel reportado anteriormente por Valachova et al., (2016) fue en promedio de 1,4
pg/g, la sensibilidad de un método basado en HPLC acoplado a un detector de fluorescencia (FD),
puede ser ciertamente adecuada para su determinacion en esta matriz. Inclusive, la IP-RP-HPLC se
ha utilizado para la separacién de péptidos glicados de sus anadlogos no modificados (Frolov &
Hoffmann, 2008).

En virtud de lo expuesto, esta tesis propone la utilizacion de una metodologia analitica
basada en SPE-WCX asociada a IP-RP-HPLC, y acoplada a un FD en serie con un detector de
arreglo de diodos, para la cuantificacion de la defensina-1. Complementariamente, se utilizara una
version recombinante del péptido defensina-1, para utilizar como estandar en la determinacion de la
fluorescencia y comportamiento frente a la IP-RP-HPLC, que tendra el péptido nativo. De esta
manera, se espera contar con un método analitico que permita determinar defensina-1 en miel,
considerando que este péptido podria ser un biomarcador imprescindible en la seleccion de mieles

con una alta capacidad antimicrobiana.
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HIPOTESIS.

La miel de abeja de la especie Apis mellifera producida en la zona centro-sur de Chile,
presenta defensina-1 en cantidades cuantificables mediante el método analitico

desarrollado.

OBJETIVO GENERAL.

Desarrollar un método analitico para cuantificar defensina-1 en la miel, mediante SPE-WCX
asociada a IP-RP-HPLC-FD.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1.  Purificar el péptido antimicrobiano recombinante de defensina-1 de Apis mellifera,

mediante expresion heterologa en E. coli.

2. Caracterizar la defensina-1 recombinante mediante espectroscopia de fluorescencia y

cromatografia liquida asociada a espectrometria de masas (LC-MS/MS).

3.  Desarrollar y validar un método para la determinacion de defensina-1 en miel, basado
en SPE-WCX asociada a IP-RP-HPLC-FD.

4.  Determinar defensina-1 mediante el método previamente desarrollado, en muestras de miel

de la zona centro sur de Chile.
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MATERIALES Y METODOS

Materiales

1. Insumos

Asas plésticas de siembra

Papel filtro 5B, Advantec

Placas de cultivo celular de 96 pocillos y fondo plano de poliestireno, Nest
Placas Petri de poliestireno, Nest

Puntas de propileno de micropipeta de 1- 10, 20-200 y 100-1000 pL
Tubos con tapa rosca de polipropileno de 15y 50 mL

Tubos eppendorf de polipropileno de 1,5y 2 mL

Viales de vidrio &mbar, tapa rosca y contratapa de teflon de 20 mL

Inserto de vidrio de 150 uL

Viales de vidrio de 2 mL

2. Reactivos

Acido acético 99,8%, Merck

Acido clorhidrico 37% m/v, Merck
Acido trifluoroacético para sintesis, Merck
Agar, Becton Dickinson
Betamercaptoetanol, Sigma-Aldrich
Cloruro de sodio para analisis, Merck
Coomassie® Azul brillante G 250, Merck
DTT, Sigma-Aldrich

EDTA, Merck

Etanol 95%, Merck

Extracto de levadura, Merck

E.Z.N.A.® Plasmid Mini Kit I, Omega

Fosfato mono acido de sodio 99,5%, Merck
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Hidrdoxido de sodio 99%, Merck
IPTG, US Biological

Imidazol, Sigma-Aldrich.
Kanamicina, US Biological
Peptona, Merck

Tris, AppliChem

Urea, Merck

3. Solventes

Acetonitrilo para cromatografia liquida 99,9%, Merck
Agua destilada
Agua grado miliq

4. Instrumentos

Celda de cuarzo de 3 mL con paso Optico de 1 cm para espectroscopia ultravioleta-visible
Celda de cuarzo de 760 pL con paso optico de 0,5 cm para espectroscopia de fluorescencia
Material de vidrio de uso general y volumétrico clase A

Micropipetas de 1-10, 20-100 y 100-1000 pL

5. Equipos

Balanza analitica Sartorius Basic B120s.

Balanza granataria RADWAG WTB 200.

Balanza modelo 4000C (+ 0,00001 g), Precisa.

Bafos ultrasonicos ISOLAB y Transsonic Digital, EIma.

Bomba peristaltica Bio-Rad Model EP-1 Econo™ Pump.

Centrifuga modelo Labofuge™, Heracus™.

Centrifuga modelo Universal 32 R, Hettich.

Centrifuga refrigerada Sorvall RC-5B.

Columnas de afinidad de niquel HisTrap HP 1y 5 ml (GE® Life Sciences, EE. UU.).
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Equipos de electroforesis en geles de poliacrilamida (BioRad, EE. UU.).

Espectrémetro de fluorescencia modelo Cary-Eclipse, Varian, equipado con dos
monocromadores Czerny-Turner y una lampara de destello de xendn.
Espectrofotdmetro luz visible Jenway 6320D.

Sistema HPLC Waters Alliance, modelo 2695, equipado con detector de diodos modelo
Waters 996, Photodiode Array Detector y de fluorescencia modelo Waters 2475 Multi A
Fluorescence Detector.

Incubadora con agitacion Thermo Stable 1S-30R y WIS-30R.

Incubadora ZHICHENG ZDP-A-20802.

Lector de placas multimodo Tecan Infinite 200 PRO.

Microcentrifuga modelo Z216MK, Hermle.

pHmetro modelo pH 1100, Oakton.

Sonicador Omni International, Sonic ruptor 250.

Mezclador vortex modelo MX-S, Scilogex.

Microcentrifuga PrismTM modelo C2500-230V, Labnet.

6. Software

GraphPad Prism v9.0.0 (121), GraphPad Software, Inc.

Matlab v7.6.0.324 (R2008a), The MathWorks, Inc.

STATGRAPHICS Centurion XVI1 v16.1.03, Stat Point Technologies, Inc.
Geneious 11.0.4, Biomatters Ltd.

Microsoft Office 365

7. Cepas bacterianas

En este trabajo se utilizaron las cepas Escherichia coli DH5a y Escherichia coli BL21

(DEJ) para el trabajo de biologia molecular, obtenidas del Laboratorio de Bioquimica del

Dr. Mauricio Béez Larach de la FCQyF de la Universidad de Chile.
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METODOS

1. Expresion y purificacion del péeptido defensina-1 recombinante.

Se empled el método de induccion de la expresion de Ubiquitina-defensina-1 (Ub-defl) de
acuerdo con lo reportado por Shahnawaz et al., 2007, con algunas modificaciones. La proteina
recombinante se purifico mediante cromatografia de afinidad a través de columnas de Ni-agarosa,
HisTrap HP de 1 mL y 5 mL (GE Healthcare, USA). Con este propdsito, la cepa E. coli BL21(DE)
portadora del vector pET28-GroES, en cuyo interior se encuentra la construccién con el péptido, se
cultivé en dos litros de medio LB hasta una densidad Optica a 600 nm de 0,5 OD (8453 UV-vis
Spectrophotometer, Hewlett Packard, Inc.). La induccién de la expresion de Ub-defl se realizé con
IPTG 0,5 mM por 3 horas, 37°C y 220 rpm (Shaking incubator, Model: ZHWY-200D, Zhicheng®).
Luego de este tiempo, se procedié a centrifugar a 4080 g por 15 minutos a 10°C, se desechd el
sobrenadante, y se centrifugd una segunda vez con 15 mL aproximadamente del sobrenadante
restante, a las mismas condiciones mencionadas anteriormente. Finalmente, el sedimento de
bacteria se almacend a -20°C y el resto fue desechado.

El sedimento bacteriano fue disuelto en 40 ml de una solucién de lisis (8 M Urea, 50 mM
Tris pH 8, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol y 3 mM Betamercaptoetanol (BME)) hasta completa
disolucion, y posterior a ella, se continu6 la lisis por 1 hora adicional, todo en constante agitacion
con barra magnética. Posteriormente el lisado fue sonicado a 40% de potencia y pulso de 50% por
15 minutos en hielo (Omni Sonic Ruptor 250, OMNI international©). El sobrenadante de la lisis
obtenido mediante centrifugacion (14500 g por 45 minutos a 10°C) fue aplicado en dos columnas de
Ni-Agarosa HisTrap HP (GE Healthcare, USA) de 5 mL en serie, cuya resina fue previamente
equilibrada con la solucion de lisis. La carga de la muestra se realiz6 a razén de 2 ml por minuto.
Luego la columna fue lavada con 15 volimenes (150 mL) de una solucién consistente de: 4 M
Urea, 50 mM Tris pH 8, 300 mM NacCl, 10 mM Imidazol y 3 mM Betamercaptoetanol (BME); para
finalmente eluir el péptido con 30 ml de la solucién de elucion (Urea 4 M, 300 mM NaCl, 0,2 M
Acido acético, 3 mM BME). Las fracciones eluidas se tomaron cada 1,5 ml y la concentracion de
proteina se cuantificé utilizando el método de Bradford (Bradford, 1976). Las fracciones con mayor
concentracion de proteina se unificaron en una sola solucién, y su composicion se modifico para
obtener las condiciones adecuadas para la reaccion de corte de la proteasa Usp2 cc, enzima
deubiquitinasa que separa la construccion Hise-tag/GroES/Ubiquitina del péptido (Shahnawaz et al., 2007):
3 M Urea, 300 mM NaCl, 50 mM Tris pH 8, 0,5 mM EDTA, 10 mM BME. Se procurd que la
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cantidad de proteina presente en la digestién fuese de 1 mg/ml. Para eliminar la secuencia
mencionada anteriormente de manera proteolitica, la solucién del péptido se incubd over-night con
una 20ava parte de proteasa Usp2_cc a 37°C con respecto a la cantidad total de construccion
proteica. El grado de purificacion y la accion de la proteasa Usp2_cc se determind mediante SDS-
Tris-Tricina-PAGE utilizando la muestra de la proteina antes (Hiss-tag/GroES/Ub-defl) y después
del corte (def-1) con la enzima en cuestion. La solucién del péptido digerido con la proteasa fue
almacenada a 4°C.

Posteriormente, la defensina-1 (def-1) recombinante fue separada del resto de la
construccion mediante cromatografia de exclusion molecular, para ello primero se paso el producto
de la digestién por una columna de Ni-agarosa, HisTrap HP de 1 mL (GE Healthcare, USA), con el
fin de retirar la mayor cantidad posible de enzima (en cuya estructura posee una cola de poli
histidina (Hiss)) y del resto de la construccion proteica (Hiss-tag/GroES/Ub/def-1). El péptido
resultante, fue dializado con una membrana de dialisis (Spectra/por®3 Dialysis Membrane MW: 3.5
kD, SpectrumLabs S.A.) contra agua de grado mili-q durante toda la noche. El resultado de la
dialisis fue posteriormente liofilizado (FreeZone 1 Liter Benchtop Freeze Dry System, Labconco®©)
para deshacernos del agua y separar al péptido mediante cromatografia de exclusion molecular.
Como paso final de la purificacién, se re-suspendio el liofilizado en cloruro de Guanidinio (Gn-
HCI) 6M previo a la inyeccion en una columna Superdex™ Peptide 10/300 GL (GE Healthcare,
USA). Esta columna fue acoplada al equipo AKTA explorer™ (GE Healthcare, USA), y se realiz6
la corrida cromatografica a 1 mL/min, en una fase mdvil: 150 mM NaCl, 50 mM Acetato de sodio
pH 4.0, 10 mM BME. Se rescat6 el pico cromatografico asociado a la absorbancia a 280 nm del
Unico triptofano presente en la muestra: el de la def-1, en fracciones de 500 uL. Finalmente, la
pureza del péptido se verificO mediante SDS-Tris-Tricina-PAGE de acuerdo con lo propuesto por

Schégger, 2006. Un resumen esquematico de la metodologia utilizada se expone en la figura 2.
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E. coli BL21 (DE3)

Figura 2. Expresion de def-1 recombinante y posterior purificacion. Se sobre expreso6 la construccion que
contenia la def-1 mediante el uso de IPTG en la cepa de E. coli BL21(DE3), la cual posee el sistema de
expresion del fago T7 y posteriormente se purificé la defensina-1 siguiendo la siguiente secuencia: A.
Inducciodn de la expresion de la construccidn Hisg-tag/GroES/Ub/def-1 utilizando IPTG; B. Centrifugacion del
cultivo inducido para obtenerlo como pella; C. Segunda centrifugacion para separar la construccion proteica
del resto de los remanentes bacterianos; D. Carga del sobrenadante obtenido en una columna de Ni-NTA para
separar la construccién proteica del resto de proteinas bacterianas; E. Lavado de los residuos proteicos con
baja afinidad por la columna; F. Elucion de la construccién mediante el uso de una fase movil &cida; G.
Digestion de la construccion proteica eluida para obtener defensina-1; H. Elucion de la digestion por una
columna de Ni-NTA para retener vy retirar asi la mayor cantidad de construccion sin def-1; 1. Dialisis de la
solucion eluida desde la columna de Ni-NTA; J. Liofilizacion del dializado con el fin de concentrar el
péptido; K. Purificacion final del péptido def-1 mediante cromatografia de exclusién molecular, de cualquier
remanente aun presente de alguno de los pasos anteriores.

El péptido resultante de la purificacion fue cuantificado gracias a una curva de calibracion
realizada a partir de una muestra de def-1 recombinante, cuantificada a su vez, utilizando un
espectrometro IR Direct Detect® (Merck KGaA®©) por una empresa externa (MELISA institute).
Con la concentracion de esta muestra se procedid a construir la curva tal como se describe mas

adelante en el punto 2.2.
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2. Caracterizacion del péptido defensina-1 recombinante.

2.1 Analisis por LC-MS/MS del péptido defensina-1 recombinante.

El andlisis realizado por LC-MS/MS para verificar la identidad y pureza del péptido
purificado fue realizado por la empresa Melisa Institute. Con este propdsito, 100 uL de la muestra
de defensina recombinante purificada fue enviada a Concepcion contenida en una bolsa de
bioseguridad y congelada en hielo seco. En el lugar fue cuantificada utilizando un espectrémetro IR
Direct Detect® (Merck KGaA®). 50 ug del péptido fue liofilizado y posteriormente resuspendido
en 30 uL de una solucién 8 M Urea y 25 mM de Bicarbonato de amonio. Luego, el péptido fue
reducido con ditiotreitol (DTT) a una concentracion final de 20 mM en 25 mM de bicarbonato de
amonio, e incubado por 1 hora a temperatura ambiente. Seguido, este se alquilé agregando
iodoacetamida a una concentracion final de 20 mM en 25 mM bicarbonato de amonio, para ser
finalmente incubado por 1 hora en oscuridad a temperatura ambiente. Posteriormente, fue diluida 8
veces con 25 mM de bicarbonato de amonio.

Con el fin de realizar los analisis por espectrometria de masas en tandem, se realizé una
digestion con Tripsina grado secuenciacion (#Vv5071, Promega®©), en una proporciéon 1 en 50 de
proteasa/proteina (masa/masa). Se incubd esta mezcla por 16 horas a 37°C. La reaccion de
digestion se detuvo por acidificacion, agregando acido formico al 10%. Luego los péptidos tripticos
resultantes fueron sometidos a desalting con columnas Clean Up Sep-Pak C18 Spin Columns
(Waters), segun las indicaciones del proveedor. Finalmente, los péptidos fueron secados en un
concentrador rotatorio a 1000 rpm (Equipo no detallado) overnight a 10°C.

Como parte del proceso de LC-MS/MS, 200 ng de los péptidos tripticos obtenidos en el
paso anterior fueron inyectados (vehiculo de inyeccién no especificado) a un nanoUHPLC
nanoElute® (Bruker©) acoplado a un espectrometro de masas “timsTOF Pro” (“Trapped Ion
Mobility Spectrometry — Quadrupole Time Of Flight Mass Spectrometer”, Bruker©), utilizando
una columna Aurora UHPLC (25 cm x 75 ym ID, 1,6 um C18, lonOpticks©, Australia). La
cromatografia liquida se realizé en un gradiente de 90 minutos de 2% al 35% de Buffer B (0,1%
acido féormico — Acetonitrilo). La coleccion de resultados fue realizada utilizando el software
TimsControl 2.0 (Bruker©) bajo 10 ciclos de PASEF (Parallel Accumulation Serial
Fragmentation), con un rango de masas de 100-1.700 m/z, ionizacién del capilar 1500 V y una
temperatura de 180°C en el capilar, frecuencia del TOF 10 KHz a una resolucion de 50.000
FWHM.
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Para la identificacion de los péptidos obtenidos, los datos resultantes fueron analizados
con el software PEAKS Studio X+ (Bioinformatics solutions Inc.©) en un servidor de andlisis de
datos compuesto por 48 nucleos y 512 Gb de memoria RAM. Se utilizaron parametros de
tolerancia de masas de 50 ppm, utilizando masas monoisotopicas y fragmentos idnicos de 0,05 Da.
Dentro de las opciones de digestion se utilizé tripsina como enzima: modo de digestion especifico
y un maximo de 2 escisiones de pérdidas por péptido (“missed cleavages per Peptide”). Se
utilizaron como modificaciones post-traduccionales (PTM): Carbamidometilacion de las cisteinas
(PTM fija), oxidacion de metionina, acetilacion de Lisina, deaminacion de asparagina y glutamina
y carbamilacion de lisina y N-terminal. La base de datos utilizada para la identificacion fue el
proteoma de Apis mellifera y Escherichia coli disponible en Uniprot (18.109 entradas y 4.391
entradas, respectivamente). Se incluyd la estimacion de la tasa de descubrimiento falso (False
Discovery Rate o FDR por sus siglas en inglés), por medio de una base de datos decoy, construida
de manera artificial, con el fin de obtener falsos positivos de manera equitativa en la base de datos
real y la decoy; asi se logra obtener un parametro de calidad que dé cuenta de la tasa de falsos
positivos resultantes del andlisis bioinformatico: FDR. Como filtro se utilizo un FDR > 1%
(significancia > 20 en PEAKS Studio X+) y 1 péptido tinico significante minimo por proteina para

la identificacién. Un resumen esquematico de la metodologia utilizada se presenta en la figura 3.

PEAKS X+

Figura 3. Flujo de trabajo general de la metodologia utilizada para el anélisis por LC-MS/MS del
péptido defensina-1 recombinante. Imagen extraida del informe entregado por la institucion MELISA

Institute.
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2.2 Caracterizacion espectroscopica del péptido defensina-1 recombinante

mediante fluorescencia total.

Para evaluar la fluorescencia de la defensina (producto de la presencia de un residuo de
triptéfano en su estructura) y la relacion de esta sefial con su concentracion, se obtuvo la
fluorescencia de una curva de calibrado preparada a partir de la def-1 recombinante cuya
concentracion fue determinada previamente mediante espectrometria infrarroja (espectrémetro IR
Direct Detect® - Merck KGaA®). Para ello, se prepararon soluciones de la def-1 recombinante
entre 1y 5 uM (equivalentes a 5,525 mg/L y 27,63 mg/L) en triplicado, en el buffer usado para su
elucion desde la columna de exclusion molecular (150 mM NaCl, 50 mM Acetato de sodio pH 4.0,
10 mM BME). Luego se obtuvieron los espectros de fluorescencia total (también Ilamados matrices
de excitacién-emision o EEM, por sus siglas en inglés) de la curva de calibrado en un
espectrofluorimetro Cary Eclipse (Varian Inc., Australia), equipado con dos monocromadores
Czerny-Turner, y una lampara de destello de Xendn. Las EEM se registraron en los intervalos
espectrales siguientes: 250 a 450 nm cada 2 nm para la longitud de onda de emision (Aem) y de 200
a 350 nm cada 5 nm para la longitud de onda de excitacion (Aexc), con un slit de emision y
excitacién de 10 nm. Se utiliz6 una celda de cuarzo (Starna Scientific Limited©, Inglaterra) con un
volumen interno de 800 pl y paso optico de 5 x 5 mm. Las EEM generados fueron posteriormente
analizados, registrandose la intensidad de la fluorescencia medida a 280 nm Aexc / 360 nm Xem
(asociada al residuo de tript6fano presente en la defensina-1). Posteriormente se hizo la regresion
entre estos valores de fluorescencia y las concentraciones de las diferentes soluciones para evaluar
la relacion entre ambas. Adicionalmente, los espectros de fluorescencia obtenidos se guardaron en
formato ASCII y se transfirieron a una computadora para su posterior manipulacion. Las rutinas y
calculos quimiométricos mencionados a continuacion se implementaron en MATLAB v7.6.0.324
(R2008a) (Mathworks, Natwick, MA). Se ejecut6 el algoritmo MCR-ALS para analizar estos datos
utilizando la interfaz gréafica de la caja de herramientas MVVC2 (Olivieri et al., 2009), descargada de:
www.iquir-conicet.gov.ar/eng/div5.php?area=12. Se utiliz6 la rutina propuesta por Zepp y
colaboradores (Zepp et al., 2006) para eliminar los picos de dispersiéon de Rayleigh y Raman de los
EEM. De esta manera las matrices provenientes de los distintos puntos del calibrado fueron

corregidas y finalmente graficadas mediante la interfaz grafica mencionada con anterioridad.
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3. Desarrollo de un método de purificacion y cuantificacién de defensina-1 desde
la miel de abeja.

3.1 Desarrollo de una curva de calibracion, utilizando IP-RP-HPLC-FD, de

defensina-1 recombinante.

Se implementé un método basado en HPLC de fase reversa acoplado a un detector de
fluorescencia, de acuerdo con Rees et al., 1997, con modificaciones realizadas de acuerdo con la
naturaleza quimica de la defensina-1. Se prepararon 16 soluciones entre 2,9 y 81,36 puM
(equivalentes a 16,02 y 449,5 mg/L) de defensina-1 recombinante en agua ultrapura para realizar
una curva de calibrado. 60 pL de las soluciones para calibrado se mezclaron con 20 plL de una
solucion de &cido trifluoroacético (TFA) 0,25% v/v y 20 uL de una solucion 50 mM de B-mercapto
etanol (BME) para obtener una concentracion final de TFA de 0,05% v/v y de PME de 10 mM.
Estas mezclas fueron traspasadas a viales de vidrio de 150 pL. Previo analisis por cromatografia, se
incubaron las muestras en el agente reductor, a temperatura ambiente, por 1 hora. Se utiliz6 el
sistema HPLC Waters 600 con una columna C18 de 150 mm de largo y 4,6 mm de didmetro
(Aeris™ 3,6 pm PEPTIDE XB-C18 100 x 21 mm). El volumen de inyeccion fue de 20 pL y la
elucién se hizo con 2 fases: la fase A correspondio a acetonitrilo y BME 10 mM vy la fase B fue agua
ultrapura con la misma concentracion de BPME. El programa de elucion de las muestras durd 4
minutos, en los cuales se hizo una elucion isocratica con 80% fase A'y 20% fase B. El flujo fue de 1
mL/min y la columna se mantuvo a 35°C durante toda la corrida. La curva de calibrado se
construyd considerando el area bajo la curva del pico cromatografico generado por la fluorescencia
registrada a 280 nm de excitacion y 360 nm de emision. Ademas, con el objetivo de corroborar la
sefial de fluorescencia de la defensina asociada al triptéfano, se realizé un registro de los espectros
de fluorescencia entre 290 y 400 nm, para 280 nm en excitacion, de las fracciones cromatograficas

cada 1 segundo (modo scan).

3.2 Extraccion en fase solida de defensina-1 recombinante y posterior medicion
mediante espectroscopia de fluorescencia y IP-RP-HPLC-FD.

Se evalu6 el uso de un método de extraccion y purificacion de la defensina-1 desde la
miel, basado en extraccion en fase sélida empleando una fase co-polimérica, con balance

hidrofilico-lipofilico e intercambio catiénico sobre un acido débil, de la compaiiia Waters (Oasis®
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WCX (weak cation exchange) 6cc/500 mg), de acuerdo con lo propuesto por Danihlik et al., 2014
para la extraccion de apidaecina desde hemolinfa de abejas. La fase empleada se muestra en la

figura 4.
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eXchange

Weak cation-exchange

v interaction
CHj
C + ~
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Carboxylic-acid-cation-
exchange capacity: 0.75 meq/g

Figura 4. Fase co-polimérica con balance hidrofilico-lipofilico e intercambio cationico mediante un
acido débil, presente en las columnas Oasis® WCX para extraccion en fase sélida. La fase utilizada para
realizar las extracciones puede actuar como fase reversa, y a su vez de intercambio cationico débil, gracias a
la presencia de un &cido carboxilico en su estructura, como se presenta en el circulo naranja de la imagen.
Imagen extraida de Oasis Sample Extraction Products, 2008, Pagina 8.

Primero, se evaluaron las condiciones para la extraccion en fase sélida sobre WCX para
la defensina-1 recombinante pura: se prepararon 12 mL de una solucion buffer fosfato (0.15 M
Fosfato mono/di-acido de sodio, ajustado con Acido clorhidrico 37% m/v hasta pH = 6), en la cual
se adicion6 defensina-1 recombinante de acuerdo con la concentracion final esperada. Se realizé la
SPE en las columnas con fase co-polimérica en la siguiente secuencia: i) 5 mL de MeOH para
activar la columna. ii) 5 mL de Buffer fosfato para su ambientacion. iii) 12 mL de la solucion
buffer fortificada con defensina-1 recombinante. iv) 5 mL de Buffer fosfato pH 6 como primer
lavado (para eliminar azucares y compuestos polares en la miel). v) 10 mL de MeOH como
segundo lavado para eliminar interferencias apolares. vi) 10 mL de una solucién Acetonitrilo
(AcN) al 40% / acido trifluoroacético (TFA) 0,15% v/v para eluir el péptido recombinante. El
eluato fue recogido en viales de vidrio &mbar tapa rosca de 20 mL, y posteriormente se evaporo a
presion reducida con un evaporador rotatorio Heidolph VVV 2000 (Heidolph Instruments GmbH &
CO. KG®©, Alemania). Luego, la muestra se reconstituy6 en 500 uL de buffer de elucién (150 mM
NaCl, 50 mM Acetato de sodio pH 4.0, 10 mM BME).
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Para evaluar de forma exploratoria la capacidad de recuperacion de def-1 desde una
muestra sometida al proceso de SPE-WCX; se obtuvieron los EEM de dichas soluciones, de
acuerdo con lo detallado en la seccion 2.2. Esto permitio la identificacion de los fluoréforos
presentes en las muestras analizadas, mas especificamente, el triptéfano presente en la estructura de
la defensina-1.

Finalmente, con el mismo objetivo del parrafo anterior, se procedié a medir la defensina-
1 recombinante obtenida del proceso de extraccion en fase sélida, a través IP-RP-HPLC-FD, ya que
por si solo, el espectro de excitacion-emision no es concluyente. Dichas mediciones se realizaron

bajo las mismas condiciones descritas en el punto 3.1.

4. Determinacion de la presencia de defensina-1 en miel y miel fortificada con el
péptido recombinante, sometida a extraccion en fase sélida, mediante el uso
de IP-RP-HPLC-FD.

4.1 Muestras de miel.

Se determiné la defensina-1 en muestras de miel de origen multi-botanico de A. mellifera
de colmenas originarias de diversas zonas geogréaficas del pais, en especifico, de las regiones de:
Coquimbo, Valparaiso, Metropolitana, O’Higgins, Maule y Los Lagos. Estas muestras de miel
fueron adquiridas directamente a los proveedores durante el periodo 2016-2020 y almacenadas en

recipientes de vidrio. En la tabla 1 se muestra el detalle de las muestras estudiadas.

Tabla 1. Cddigos asignados a las muestras de mieles, su localidad de origen, el afio en que fueron
cosechadas y su pH registrado.

Cadigo de la muestra Locacion (region) Afio de cosecha pH
Miel A Maule / VI region 2020 4,12
Miel B De los Lagos / X region 2019 4,29
Miel C Metropolitana / XII1 region 2019 4,57
Miel D Coquimbo / IV region 2019 4,07
Miel E De O’Higgins / VI region 2017 3,87
Miel F Valparaiso / V region 2016 4,26
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4.2 Extraccion en fase solida de defensina-1 desde mieles de la zona centro-sur de
Chile, con y sin defensina-1 recombinante adicionada.

Se realizo la extraccion en fase solida sobre WCX de las 6 mieles presentes en la tabla 1.
Se prepararon 25 mL de una solucion de miel al 20% m/v en Buffer fosfato (0.15 M Fosfato
mono/di-&cido de sodio, ajustado con Acido clorhidrico 37% m/v hasta pH = 6), la cual fue filtrada,
antes de alcanzar el aforo. Posteriormente se realizé el procediendo de extraccion en duplicado de
acuerdo con lo ya descrito en la seccion 3.2; cargando 12 mL de la solucion de miel al 20% m/v.
La muestra se reconstituyé en 500 uL de buffer de elucion (150 mM NaCl, 50 mM Acetato de
sodio pH 4.0, 10 mM BME). Para los experimentos de recuperacion de defensina-1 en miel
fortificada con esta, se adicion6 def-1 recombinante a los 12 mL de solucion de miel al 20% m/v
(Miel A) a una concentracién final de analisis de 5, 15 y 25 uM (en 500 uL de buffer &cido),
muestras que fueron sometidas al mismo procedimiento de SPE.

Para determinar la presencia de la defensina en los extractos de miel obtenidos mediante
SPE-WCX, con y sin def-1 recombinante adicional; se obtuvieron sus EEM de acuerdo con lo
detallado en la seccion 2.2. Esto permitio la determinacién del nimero de fluoréforos en un sistema
multicomponente como es la miel y, en base a la informacion bibliogréafica, la identificacion de los
compuestos fluorescentes presentes en las muestras de miel purificada, con y sin fortificacion

previa.

4.3 Cuantificacién de defensina-1 en miel y miel fortificada con el péptido
recombinante, sometida a extraccion en fase sélida, mediante el uso de IP-RP-
HPLC-FD.

Para determinar la defensina-1 en la miel y su recuperacion desde miel fortificada con el
péptido luego de aplicar SPE-WCX, los extractos de miel fueron analizados mediante IP-RP-

HPLC-FD de acuerdo con la metodologia descrita en el punto 3.1.
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Resultados y discusion

1. Obtencion de defensina-1 recombinante de Apis mellifera pura.

Como resultado del proceso de purificacion de defensina-1 se obtuvo aproximadamente
1,25 mg de péptido por litro de medio de cultivo. La pureza del péptido verificada mediante SDS-
Tris-Tricina-PAGE se puede observar en la figura 5. En el carril H se ve una banda de
aproximadamente 26 kDa la cual corresponde al peso teérico aproximado de la construccion
expresada en E. coli (26,62 kDa); banda que se repite en el carril P posterior al lavado de las
columnas de Ni-Agarosa HisTrap HP (GE Healthcare, USA) de 5 mL en serie, en las cuales se
cargo la proteina, demostrando que la proteina bajo el protocolo utilizado queda retenida en la
columna de afinidad y por ende es posible purificar a partir del homogeneizado bacteriano.
Adicional a la proteina de interés, existen otras impurezas, las cuales se pueden visualizar como
bandas de 46,3; 31 y 11 kDa, que probablemente interactien fuertemente con la columna, sin
embargo, debido a la menor intensidad de las bandas, no son relevantes considerando los pasos
realizados posteriormente como parte del proceso de purificacion. En el lavado representado por el
carril L se puede ver que ninguna proteina es lavada de la columna, por lo que no hay pérdida de la
construccién proteica durante este paso. Se ve en carril F que luego de cargar la columna con el
homogeneizado, una gran cantidad de la construccion queda retenida en ella, debido a que no se
observa una banda prominente a la altura del peso teérico de la construccion Ub-defl, en el carril
correspondiente al frente de la columna. Con fines comparativos, se cargd 18 ug de proteina en los
carriles P, D y P.P. En el carril D se aprecian 3 nuevas bandas en comparacion al carril P: una
banda de 38,6 kDa la cual representa la proteasa utilizada para separar la defensina-1 del resto de la
proteina (Shahnawaz et al., 2007); una banda de 21,1 kDa asociada a la construccién sin la
defensina; y finalmente una banda de 8,1 kDa la cual representa a la defensina-1, cuyo peso
molecular se aleja de los 5,5 kDa tedricos, atribuible a una migracién irregular por parte del péptido
debido a su pequefio tamafio (Rath et al., 2009), razon ademas, por la cual se usa un gel de
poliacrilamida mas denso de lo comun. En el carril D-HT se muestra la digestion, luego de haberse
pasado por una columna de afinidad a ion niquel para separar la mayor cantidad de construccion de
la defensina-1, y como se puede apreciar, ain existen restos de la construccién que no son posibles
separar del péptido. Finalmente, la defensina, aln con vestigios de la construccion y la construccion
digerida, fue dializada, liofilizada, y purificada mediante cromatografia de exclusién molecular,

cuyo resultado y pureza de la defensina 1 se puede apreciar en el carril P.P.
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Figura 5. Resultado de un Tricina-SDS-PAGE al 16% de poliacrilamida de cada paso de la purificacion
realizada a la defensina-1 recombinante. P. L.: Estandar de peso molecular. H: lisado bacteriano obtenido
luego de la expresion de la construccion. F: fraccidn eluida luego de pasar el homogeneizado por la columna
His-Trap. L: fraccion eluida luego de pasar buffer de lavado con imidazol por la columna para eliminar
cualquier interaccion inespecifica. P: fraccion eluida luego de pasar un buffer de elucién acido para recuperar
la construccion desde la columna. D: digestion de la proteina eluida en el paso anterior con el fin de separar a
la defensina-1 del resto de la construccion proteica. D — HT: resultado de la digestion pasado con una
columna de afinidad a ion niquel para separar la mayor cantidad de construccién de la defensina-1. P. P.:
defensina-1 dializada, liofilizada, y purificada mediante cromatografia de exclusién molecular.

2. Caracterizacion del péptido defensina-1 recombinante.

2.1 Analisis por LC-MS/MS del péptido defensina-1 recombinante.

La muestra fue sometida a LC-MS/MS tal como se describié en la metodologia. Los datos
recolectados desde el espectrometro de masas fueron analizados utilizando el software PEAKS X+
con el médulo de identificacion de proteinas PEAKS IMS. En la tabla 2 se muestra los detalles de la
identificacion de defensina-1 en la muestra, donde se rescata la cobertura de los péptidos
identificados (coverage (%)), nimero de péptidos (#peptides), modificaciones post-traduccionales
(PTM), masa de la proteina completa (Avg. Mass) y descripcion de la proteina (Description). Con
respecto a estos pardmetros, es importante mencionar que el coverage o cobertura; correspondiente
a la cantidad de secuencias proteicas, encontradas tanto en la muestra analizada como en el péptido

de interés (def-1), que “cubren” la secuencia teorica de la proteina; informada es 54%. No obstante,
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este valor depende del contexto en el que se hizo el andlisis bioinformatico, donde en este caso se
comparé las secuencias encontradas en la muestra entregada contra la secuencia completa de la
defensina-1, incluyendo las regiones “Pre” y “Pro” del péptido (Figura 7). Bajo esta consideracion,
se pudo mapear el 100% del péptido maduro de la defensina-1, tal como se puede apreciar en la
figura 6. Ademéas, y como consecuencia del analisis bioinformatico que arrojé resultados
correspondientes al péptido completo, y no sélo la version madura de este, en la tabla 2 aparece una
masa de 10,7 kDa, mientras que el peso del péptido recombinante reportado por la empresa fue de
5.560 Da, casi el valor exacto del peso tedrico de la isoforma de defensina-1 utilizada para este
estudio: 5.525 Da. En total se secuenciaron 14 péptidos tripticos correspondientes a defensina-1 que
contienen diversas PTMs, las cuales son incorporadas artificialmente en los procesos de preparacion
de la muestra, y se ven en detalle en la figura 6.

Tabla 2. Resultado de la identificacion de proteinas en la muestra de proteina purificada recombinante
contra la base de datos de Apis mellifera. Ambas identificaciones hacen referencia a la misma proteina, pero
con codigo de acceso diferente, debido a que fueron encontradas tanto en Apis mellifera como en Apis
mellifera carnica.

Protein ID| Accession| Coverage (%) |#Peptides PTM Avg. Mass (Da) Description

1 P17722 54 1y | Carbamidometilacion; carbamilacin: | 4 Defensin-1 OS=Apis mellifera 0X=7460 PE=1 SV=3

deamidacion; acetilacion (N-terminal)

Carbamidometilacion; carbamilacion;

2 Q5J8R1 54 14 10.717 Defensin-1 OS=Apis mellifera carnica OX=88217 PE=1 SV=1

deamidacién; acetilacién (N-terminal)

46




44 70 iM
4% 53 34 50 6334 69 7a 78 T8 81 87
I e € d ] de II EEN 8 B I =]
IIRRVICDLLS FKGQVNDSAC AANCLSLGKA GGHCEKGVCI CRKTSFKDLW DKRI'C

E..

H N .
] - -
I = .
|
- — g E—
L]
—d e
—t
———
— .
! —
= & N ]
- ——
—d——e——d
_-
I | N
|
|
I |
1 10 20 30

(1]

Ro-K VTEDLLSFKGQVNDSAMAANBLSLGKAGGHMEKGWH

|8 Acctylation (Protcin N-term} (+42.01)

[& Carbamidomethylation (+57.02)

& Carbamylation (+43.01)
{d Deamidation {NQ) (+0.98)

# Carbamylation (+43.01), Carbamylation (+43.01)

49

Figura 6. Cobertura (Coverage) de los péptidos obtenidos para la identificacion de defensina-1 de Apis
mellifera. Arriba: se logran ver los péptidos identificados, mostrados en franjas azules, asi como también las
modificaciones post-traduccionales (PTM) sufridas por dichos péptidos. Las barras grises muestran los
péptidos de novo (sin corte triptico) identificados en la muestra. Abajo: representacion esquematica de la
isoforma de la defensina-1 utilizada para la identificacion del péptido recombinante analizado mediante LC-
MS/MS. Se cataloga como “Ro-K” debido a su denominacion en la literatura (Klaudiny et al., (2005)).
Secuencia obtenida y editada a partir de la base de datos en linea del NCBI y del Portal de recursos

bioinforméticos suizo (ExPASY).
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I Pre region I Pro region T

Ro-K MKIYFIVGLLFMAMVAIMAAPVEDEFEPLEHFENEERADRHRR
De-C MEIYFIVGLLFMAMVAIMAAPVEDEFEPLEHFENEERADEHRR

I FEPLEHFENEERADRHRR

Mature peptide

Ro-K VTCDLLSFEGQVNDSACAANCLSLGEAGGHCEKGVCICRKTSFEDLWDKRF
De-C VTCDLLSFEGQVNDSACAANCLSLGEAGGHCERKVGCTCRETSFEDLWDKRFE
De-L VTCDLLSFEKGQVNDSACAANCHSLGRAGGHCEKGVCICR. ... ........

Ro-F VTCDLLSFEGOVNDSACAANCLSLGEAGGHCEKGVCICREKTSEFEDLWDEYE

Figura 7. Composicion aminoacidica de las diversas isoformas de la defensina-1 de Apis mellifera. Se
logra observar la secuencia pre-pro-péptido (parte superior) y péptido maduro (parte inferior). Figura extraida
desde Klaudiny et al., (2005).

2.2 Caracterizacion espectroscopica del péptido defensina-1 recombinante

mediante fluorescencia total.

Desde el articulo de Fujiwara et al. en 1990, se ha logrado describir la presencia de la
defensina-1 tanto en la jalea real, como la miel. Las tres isoformas de defensina-1 presentes en la
abeja melifera contienen 51 aminoacidos, 6 residuos de cisteina que forman tres enlaces disulfuro y
un residuo de triptéfano en la posicién 47. Sin embargo, el analisis por espectrometria de masas de
defensina-1 ha reportado diferencias entre la masa molecular de la defensina-1 de hemolinfa 0 Ro-K
(PM = 5525,4 Da) y la de jalea real Ro-F (PM = 5532,4 Da). Dicha diferencia es causada por la
sustitucion de arginina a tirosina en Ro-F en la posicion 50 del extremo C-terminal (Fujiwara et al.,
1990; Klaudiny et al., 2005). Por otro lado, la evidencia sugiere que la isoforma encontrada en la
miel corresponde a la que presenta arginina (Klaudiny et al., 2005; Kwakman et al., 2010;
Valachova et al., 2016). Por ello, y como ya se exhibio en la figura 6, la identidad aminoacidica de
la defensina-1 utilizada en este trabajo fue Ro-K. Tomando en consideracion que en dicho péptido
existe so6lo un aminoacido fluorescente, el triptofano, la deteccion de dicho residuo mediante

fluorescencia permitiria evidenciar su presencia en miel, y su posterior caracterizacion.
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La caracterizacion espectroscopica de la defensina-1 recombinante se realizé a través de
los EEM para cada punto del calibrado siguiendo la metodologia descrita en el punto 2.2. En la

figura 8 se presenta la EEM correspondiente a la concentracion 4 uM.

4200

Longitud de onda de excitacion [nm]
Mode B

Longitud de onda de emision [nm]

Figura 8. Matriz de excitacion/emision de una muestra de defensina-1 recombinante purificada de
concentracion 4 uM. La visualizacion se realizd mediante el programa MATLAB v7.6.0.324 (R2008a)
(Mathworks, Natwick, MA).

En esta figura se pueden reconocer principalmente dos sefiales, con maximos de
excitacion/emision a 220/360 nm y 280/360 nm, asociadas al residuo de triptéfano presente en la
defensina-1 recombinante. Estas sefiales ya se habian encontrado en la caracterizacion por
espectroscopia de fluorescencia de una variacion del péptido recombinante sintetizado por nuestro
laboratorio (Cebrero, 2018), asi como en muestras de miel (Cebrero et al., 2020; Lenhardt et al.,
2015). Por otro lado, existe una sefial a 340/360 nm de excitacion y emisién que no corresponde a
ningdn aminoacido fluorescente, por lo que se puede asociar a alguna impureza resultante del
proceso de purificacion del péptido. A partir de estos resultados se extrajo el valor de intensidad de
fluorescencia, a 280 y 360 nm de Aexc y Aem respectivamente, de los distintos EEM de las
soluciones de defensina entre 1 y 5 UM preparadas. Este valor se escogié para la creacion de una
curva de calibrado de intensidad de fluorescencia del triptofano de la defensina recombinante v/s su
concentracion. En la tabla 3 se pueden observar dichos valores de intensidad en triplicado. Los
resultados obtenidos fueron analizados mediante el software GraphPad Prism 9.0 con el fin de
obtener una regresion lineal simple de los datos del calibrado. El coeficiente de determinacion (R?)

para el calibrado y la ecuacién que describe la relacion entre las variables, asi como también la
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gréfica resultante de la regresion lineal se puede observar en la figura 9. Como se puede ver, el R?
fue de 0,9902, lo cual indica una alta correlacion lineal entre las variables. Ello indica la posibilidad
de emplear la espectroscopia de fluorescencia, como una herramienta sencilla, para evaluar de
forma exploratoria (“screening”) la presencia de la defensina-1 y su concentracion aproximada en
una muestra que haya pasado por un proceso de purificacién previo. En consecuencia, se
establecieron a partir de estos resultados las condiciones de deteccion por fluorescencia del péptido,
la cual precede al método de IP-RP-HPLC-FD desarrollado méas adelante.

Tabla 3. Intensidades de fluorescencia de la curva de calibracion de defensina-1 recombinante realizada
por espectrometria de fluorescencia. Se presentan los datos obtenidos a partir de las mediciones de
fluorescencia de la defensina-1 recombinante realizadas a 360 nm de emisidon y 280 nm de excitacion. Las
unidades de intensidad de fluorescencia utilizadas fueron las mismas que el equipo entregd, las cuales son
arbitrarias y se denominaron como IF (intensidad de fluorescencia).

Curva de calibracion de defensina-1
(Fluorescencia a 360 nm de emision/
280 nm excitacion)
Intensidad fluorescencia | Intensidad fluorescencia | Intensidad fluorescencia
Concentracion de Defensina-1 [uM] a a a Promedio
360 nm de emision 1 [IF] | 360 nm de emision 2 [IF] | 360 nm de emision 3 [IF]
0 22 22 22 22
1 86 85 84 85
2 150 145 143 146
3 194 192 187 191
4 274 271 261 269
5 360 357 351 356

Curva de calibracion de defensina-1
(Fluorescencia a 360 nm de emision/
280 nm excitacion)
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Figura 9. Curva de calibracion de defensina-1 recombinante realizada por fluorescencia. Adicionalmente
se presentan el r’ y la ecuacion que representa dicha curva.
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3. Desarrollo de un método de purificacion y cuantificacién de defensina-1 desde
la miel de abeja.

3.1 Desarrollo de una curva de calibracion, utilizando IP-RP-HPLC-FD, de

defensina-1 recombinante.

La cromatografia liquida en fase reversa se ha transformado en una importante alternativa
a la hora de analizar péptidos y proteinas. La versatilidad de esta técnica no solamente le permite
separar proteinas de acuerdo con sus propiedades quimicas, las cuales de no ser propicias para un
andlisis de este tipo pueden ser incluso modificadas por agentes externos (Giustarini et al., 2013;
Kobayashi & Imai, 2021), sino que también es posible utilizar la cromatografia liquida como un fin
en si misma, y caracterizar analiticamente una miriada de moléculas con relativa rapidez (Bobaly et
al., 2018; Szente et al., 2016; Woldemariam et al., 2020). El uso de esta técnica, especialmente
asociada a algun equipo de deteccion analitica, como fluorescencia o espectrometria de masas le
han permitido participar en un sinfin de campos cientificos, yendo desde la quimica basica mas pura
(Mant et al., 2007), hasta su uso aplicado en el &rea industrial farmacéutica y alimenticia (Cheng et
al., 2021; Yamamoto et al., 2013). Al momento de evaluar un método de andlisis que permitiera una
determinacion sensible y especifica de la defensina-1, con el fin de realizar una curva de calibracién
para dicho analito, se recurri6 al HPLC en fase reversa acoplado a un detector de fluorescencia, de
acuerdo con lo descrito en el punto 3.1. Como se observa en la Figuras 10 y 11, la defensina-1
recombinante presentd un pico cromatografico a los 1,55 minutos, este tiempo de retencion fue

reproducible para todos los puntos del calibrado.
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Figura 10. Cromatograma de un punto de la curva de calibracién realizada con defensina-1 recombinante
entre 2,9 UM y 11 uM, realizada por IP-RP-HPLC-FD. El punto elegido para representar al grupo fue el de
7 UM. Flujo de la corrida: 1 mL/min. El registro de la fluorescencia fue hecho a 280 nm de excitacion y 360
nm de emision. Flecha anaranjada: tiempo de retencién del pico cromatografico asociado a la defensina-1
recombinante: 1,550 minutos.

400.00 ﬁ 1,553

350,00 {
300.00

250,00 ’
200.00- | \

100,004 ’ \\

Unidades de Fluorescencia

5000 , ‘L

T T
0.00 050 1.00 1.50 200 250 3.00 350 4.00

Tiempo (minutos)

Figura 11. Cromatograma de un punto de la curva de calibracién realizada con defensina-1 recombinante
entre 11 uM y 81,36 UM, realizada por IP-RP-HPLC-FD. El punto elegido para representar al grupo fue el
de 26,7 uM. Flujo de la corrida: 1 mL/min. El registro de la fluorescencia fue hecho a 280 nm de excitacién y
360 nm de emision. Flecha anaranjada: tiempo de retencion del pico cromatografico asociado a la defensina-1
recombinante: 1,553 minutos.
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El uso de la cromatografia liquida estd ampliamente documentado en el estudio de
péptidos (Josic & Kovac, 2010; Mant et al., 2007). Sin embargo, la mayoria de los trabajos se
enfocan en el uso de esta técnica con fines preparativos, es decir, de purificacion de péptidos desde
matrices complejas (Bateman et al., 2018; Relf et al., 1999; Sivakamavalli et al., 2015). Es escasa la
bibliografia sobre el empleo de la cromatografia liquida en fase reversa como un método analitico
cuantitativo para la determinacién de péptidos antimicrobianos; y mas aun en el caso particular de
la defensina-1 (Khaje & Sharp, 2020; Preston & Phillips, 2016; Saraswat et al., 2012). Por ello, el
trabajo realizado en esta tesis adquiri6 un caracter exploratorio en lo que concierne al disefio de la
metodologia para la identificacion y cuantificacion de la defensina-1 por IP-RP-HPLC-FD.
Primero, el uso de un método de elucion isocratico, en comparacion al resto de trabajos que, en su
gran mayoria, utilizan un gradiente, aumentando lentamente el acetonitrilo con el fin de separar de
mejor manera los distintos componentes de la matriz (Relf et al., 1999). Esta eleccion se
fundamenta en el hecho que la defensina-1 es un péptido de complejidad elevada al momento de
analizar cromatograficamente, producto de la presencia de 6 cisteinas, y por consecuencia 3 puentes
disulfuro, en su estructura (Kwakman et al., 2010). Dicha caracteristica estructural provoca que, en
un ambiente que no sea fuertemente reductor, se generen una serie de poblaciones que difieren
estructuralmente una de otras. Dichas poblaciones podrian ser el producto de la unién de dos 0 mas
unidades de defensina-1 a través de puentes disulfuro interconectados entre si, las que al ser
analizadas mediante cromatografia liquida entrega resultados muy complejos de analizar
(Sivakamavalli et al., 2015). Por consiguiente, se eligi6 un método isocratico, con un elevado
porcentaje de acetonitrilo, para que el péptido fuese retenido la menor cantidad de tiempo posible
por la columna, y evitar la generacidn de estas poblaciones que dificultan el andlisis, ya que a pesar
del uso de un agente reductor en las fases (BME), no fue posible lograr un cromatograma limpio (un
pico Unico) para la defensina-1 pura utilizando un gradiente de fases. Adicionalmente, el uso de
estas condiciones cromatograficas permitié que el péptido eluyera en un tiempo extremadamente
rapido: como ya se habia mencionado y se puede apreciar en las figuras 10 y 11, en menos de 2
minutos el pico cromatografico se habia resuelto por completo, lo que conlleva a una metodologia
expedita, que permite el andlisis de multiples muestras en un reducido espacio de tiempo, en
comparacion a una elucion en gradiente, por ejemplo, que requiere de entre 20 y 50 minutos, 0 mas
incluso, para alcanzar la concentracion de acetonitrilo necesaria para eluir al analito de interés
(Dauly et al., 2006; Gan et al., 2019; Valdés et al., 2020).

Continuando con el uso de agentes reductores; en procedimientos tipicos de cromatografia

por exclusiébn molecular, o cromatografia de afinidad ionica es natural el uso de agentes
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denaturantes o caotrdpicos para el tratamiento y purificacion de proteinas (Mant et al., 2007), no
obstante, en cromatografia por fase reversa no es comdn el uso de algun agente denaturante en las
fases o la muestra. Es por esto por lo que se utilizaron con precaucion dichos agentes en la
realizacion de la metodologia expuesta, con resultados exitosos a la hora de realizar la curva de
calibracion de la defensina-1 recombinante pura; ya que se obtuvo un Unico pico cromatografico
como lo muestran las figuras 10 y 11.

Para caracterizar espectroscopicamente el pico cromatografico correspondiente a la
defensina-1, éste fue analizado en modo scan. Como se muestra en la figura 12, la sefial
cromatografica presente a los 1,55 minutos de la corrida tuvo un méaximo en emision de 340 nm.
Esto confirmaria el hecho de que la isoforma de la def-1 expresada y purificada tiene sélo un
triptéfano y no una tirosina adicional como la Royalisina-F, isoforma que se encuentra en la jalea
real (Klaudiny et al., 2005), ya que carece del maximo de emision a 300 nm, que es caracteristico de
la tirosina. Gracias a esto seria posible utilizar el triptéfano presente en la def-1 recombinante como
el fluoréforo para la determinacion del péptido en la miel utilizando este método analitico, ya que
hay antecedentes que indicarian la presencia de defensina-1 con triptéfano, y no tirosina, en la miel
de las abejas Chilenas (Ley, 2018). El desplazamiento en el maximo de emision del triptéfano desde
360 nm (observado en las EEM) a 340 nm (observado en el modo scan del HPLC) se puede deber a
las diferencias de polaridad en el medio al que estd expuesto el aminoacido. Durante la separacion
cromatografica el triptéfano esta en un medio comparativamente mas apolar (80% acetonitrilo y
20% agua) que durante la obtencion de las EEM (150 mM NaCl, 50 mM Acetato de sodio pH 4.0,
10 mM BME), lo que produce un desplazamiento de la fluorescencia del triptofano hacia longitudes

de onda maés cortas, en este caso, 340 nm (Vivian & Callis, 2001).
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Figura 12. Espectro de emision de la sefial cromatografica obtenida a 1,55 minutos asociada a la
defensina-1 recombinante, a una Aexc fija de 280 nm. El punto elegido para representar al grupo fue el de
13,7 uM.
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Area [V por segundo]

Para llevar a cabo la cuantificacion de la defensina-1 y obtencion de parametros de calidad

analiticos se prepararon dos curvas de calibrado abarcando dos series de concentraciones del

péptido: una curva de bajas concentraciones (2,9 a 11 uM), y una curva de altas concentraciones (11

a 81,36 uM). Las curvas fueron analizadas con el programa cromatografico Empower® 3. La sefial

correspondiente a la defensina-1 fue integrada, obteniéndose su area, la cual fue utilizada para hacer

una curva de calibrado y obtener sus correspondientes parametros de calidad (Figura 13 y 14).

Curva de calibracion de defensina-1 mediante IP-RP-HPLC-FD

Intervalo inferior de concentraciones

5000000 [Defensina-1] [uM] | Area [uV por segundo]
i . 2,9 1141451
4000000 ] ’ 3,6 1647148
] . 5,6 1964216
. re 7 2388304
3000000 o 8,7 3286827
] 11 4517032
] e
2000000__ . e Parametro de calidad Valor numérico
] Sy/x 0.6647 pM 1,275 ug/g de miel
1000000-] o’ LOQ 6,647 uM 12,75 ug/g de miel
4 R-squared: 0,9628 LOD 2,194 uyM 4,208 ug/g de miel
- Equation: Y =391390*X - 40158
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Figura 13. Curva de calibracién de defensina-1 recombinante entre 2,9 uM y 11 uM, realizada por IP-RP-
HPLC-FD. Se presentan en la tabla superior los datos obtenidos a partir de las mediciones de fluorescencia
de la defensina-1 recombinante realizadas a 360 nm de emisidn y 280 nm de excitacion durante las corridas
cromatograficas detalladas con anterioridad. El parametro elegido para relacionar con la concentracion del
péptido fue el area bajo la curva del pico cromatografico obtenido. Por otro lado, en la tabla inferior se
muestran los parametros de calidad del calibrado.
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Area [V por segundo]

Curva de calibracion de defensina-1 mediante IP-RP-HPLC-FD
Intervalo superior de concentraciones

1.5x108— [Defensina-1] [uM] | Area [V por segundo]
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i 13.7 6896041
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1108 26,7 21933948
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Figura 14. Curva de calibracion de defensina-1 recombinante entre 11 uM y 81,36 UM, realizada por IP-
RP-HPLC-FD. Se presentan en la tabla superior los datos obtenidos a partir de las mediciones de
fluorescencia de la defensina-1 recombinante realizadas a 360 nm de emision y 280 nm de excitacién durante
las corridas cromatograficas detalladas con anterioridad. El pardmetro elegido para relacionar con la
concentracion del péptido fue el area bajo la curva del pico cromatografico obtenido. Por otro lado, en la tabla
inferior se muestran los parametros de calidad del calibrado.

El coeficiente de determinacion para el calibrado de concentraciones bajas (Area =
391390 [Defensina-1 Recombinante] - 40158) fue 0,9628, lo cual indica una importante correlacion
lineal entre las variables y una gran variabilidad de la respuesta explicada mediante el calibrado. El
error estandar de la estimacion (Syx) del modelo de calibracion fue 0,6647 uM (equivalente a 1,275
pg/g de miel) y consecuentemente los limites de deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ) fueron
2,194 uM (equivalente a 4,208 pg/g de miel) y 6,647 uM (equivalente a 12,75 pg/g de miel),
respectivamente. Mientras que el coeficiente de determinacion para el calibrado de concentraciones
altas (Area = 1723560 [Defensina-1 Recombinante] - 17828517) fue 0,9828, una correlacion lineal
entre las variables incluso mayor que la curva anterior. La Sy del modelo de calibracion fue 3,276
UM (equivalente a 6,285 pg/g de miel). El valor del LOQ obtenido, esta en el limite superior del

intervalo de valores de contenido de defensina-1 en miel reportados por Valachova et al., 2016 (1 a
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5 pg/g), no obstante, y como se observaré en los resultados de defensina-1 presente en mieles de
abeja Chilena, el LOQ conseguido es adecuado para la cuantificacion del péptido, ya que se
encuentra por debajo de las concentraciones encontradas en dichas muestras de miel.

Cabe sefalar que este trabajo busca complementar las técnicas de andlisis de defensina-1,
y en general, de compuestos fluorescentes como marcadores bioquimicos para evaluar la calidad de
la miel y la salud de la abeja. En literatura se han reportado otras metodologias con esta finalidad,
por ejemplo, en el trabajo de Valachova et al., 2016 utilizan el método ELISA competitivo (ensayo
por inmunoabsorcién ligado a enzimas), en donde la defensina-1 de la muestra de miel compite con
una secuencia sintética marcada, la cual es similar a la del péptido completo, para unirse a una
cantidad limitada de anticuerpo. Cuanto mayor es la concentracion de la defensina-1 en la muestra,
maés débil es la sefial obtenida. El anticuerpo utilizado en dicho trabajo es policlonal, es decir, es una
mezcla de anticuerpos que se unen con variada afinidad a distintas zonas (epitopos) del extremo
carboxilo de la defensina-1, lo que, por un lado, tiene la desventaja de que un compuesto con una
estructura similar, pueda presentar reactividad cruzada y, por otro lado, no permite diferenciar entre
poblaciones de péptidos que presenten diversas modificaciones, ya que es posible que dicho
anticuerpo se una a alguna zona sin alteraciones, pasando por alto cambios estructurales criticos en
la defensina, producto de, por ejemplo, el ambiente quimico en que se encuentra (da Silva et al.,
2016). Con el método cromatografico aqui descrito, en cambio, se utiliza como patréon un
equivalente de la secuencia de la defensina-1 madura completa, que tiene la ventaja de ser un
analito con una estructura idéntica a la isoforma prevalente en la miel (Ro-K) (Klaudiny et al.,
2005; Kwakman et al., 2010). Ademas, el procedimiento cromatografico permite separar los
interferentes presentes en la muestra, e igualmente podria separar posibles especies del analito con
modificaciones estructurales (como glicacion, fructacion y/o formacion de aductos), y asociarlas a
algun fendmeno biol6gico que esté sucediendo a nivel de colmena, o en la abeja misma, como se
pretende realizar a futuro en este laboratorio. Adicionalmente, con este método se podria
diagnosticar la calidad de la miel en cuestion, ya que la deteccion de una poblacién de defensina-1
modificada quimicamente podria dar cuenta de una capacidad antimicrobiana alterada; tal como lo
han reportado Kiselar et al., 2015, quienes observaron la pérdida de la actividad antibacteriana de la
B-defensina-2 humana en presencia de metilglioxal y glioxal, sustancias que aumentan en

condiciones de hiperglicemia (como ocurre en la miel), por formacién de aductos.
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3.2 Extraccion en fase solida de defensina-1 recombinante y posterior medicién
mediante espectroscopia de fluorescencia y IP-RP-HPLC-FD.

Las defensinas comprenden una amplia familia de péptidos, cuya principal caracteristica,
ademas de su capacidad antimicrobiana, es la presencia de humerosos aminoécidos basicos, como
arginina, histidina y lisina en su estructura (Fujiwara et al., 1990; Kwakman et al., 2010), lo que
produce un incremento en su punto isoeléctrico (pl), el cual en el caso de la defensina-1, alcanza un
valor teérico de 8,64 (Obtenido de: portal de recursos bioinforméaticos suizo (ExPASy)
(https://web.expasy.org/compute_pi/)). Esta caracteristica le otorga la capacidad de ser retenida por
fases de intercambio catidnico con grupos cargados negativamente, como un acido carboxilico. La
cromatografia de intercambio idnico es un método establecido de separacion de moléculas cargadas,
incluyendo los péptidos y proteinas (Adhikari et al., 2010). Dentro de las posibilidades, en el
mercado existen fases de intercambio catidnico fuertes y débiles (SCX y WCX respectivamente).
Las columnas con una fase SCX poseen una densidad de carga superficial (negativa
primordialmente), que se mantiene constante en un amplio rango de pH, mientras que en el caso de
las WCXs la carga superficial cambia dependiendo del pH presente en la fase mdvil a la cual se
someta la columna (Di Palma et al., 2012). La cromatografia en “modo mixto” (fase reversa e
intercambio catiénico) ha sido utilizada con éxito en métodos de purificacion de diversas proteinas
cargadas positivamente, como la lactoferrina, endostatina y vasopresina (Recio & Visser, 1999;
Shiloach, et al., 2003; Thomas et al., 2011), aprovechando la interaccién de la columna tanto con la
porcion fuertemente bésica de dichas proteinas, como con el resto de la secuencia
predominantemente hidrofobica. También se ha reportado el uso de columnas con fase WCX para
la extraccion y purificacion de apidaecina desde hemolinfa de abejas, péptido antimicrobiano de
caracter basico con un valor de pl cercano a 11 (Danihlik et al., 2014). En esta tesis, se utilizd
columnas Waters (Oasis® WCX (weak cation exchange) 6cc/500 mg), las cuales permiten la
retencion del péptido mediante el lavado de la columna con un buffer fosfato (pH 6), el cual
produce tanto la carga negativa de la fase estacionaria, la cual es un acido carboxilico (Figura 4),
como la carga positiva de la defensina-1/def-1 recombinante. De esta manera, es posible separar el
resto de las moléculas no polares y polares cuyo punto isoeléctrico esté por debajo de 6, de
cualquier compuesto bésico cuyo punto isoeléctrico esté por encima de dicho valor, como la
defensina-1, enriqueciendo la fraccion recogida de dicho péptido, con lavados consecutivos
utilizando el buffer fosfato (pH 6) y metanol (Di Palma et al., 2012).
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Una vez decidido el tipo de cromatografia y columna por utilizar, se procedié con la
metodologia para lograr el objetivo buscado. En la Figura 15 se observan los perfiles de excitacion-
emision de la defensina-1 recombinante (4 uM) y de una muestra de miel de la V regién purificada
por extraccién en fase sélida a una concentracion final de 0,4 g miel/mL. Estos datos se recogieron
en un estudio previo realizado en nuestro laboratorio para determinar los pardmetros adecuados para
realizar la extraccion en fase sélida, y del cual naci6 el protocolo utilizado en esta seccion de la
tesis. Asi, en la figura 15 B se puede observar que el espectro de la miel tratada por WCX presentd
dos méaximos de excitacion/emision a 220/360 nm y 280/360 nm similares a los de la defensina-1
recombinante (Figura 15 A), asociado a la presencia de triptéfano en el péptido, atribuibles a la
superposicion de dos transiciones ©1 — 7* separadas del anillo indol (Creed, 1984a).

En cuanto a la presencia de interferentes fluorescentes que podrian arrojar resultados
indeseados, dentro de las moléculas que fluorescen que predominan en la miel, podemos encontrar
3 tipos: compuestos fenolicos, productos de Maillard y vitaminas (Bogdanov et al., 2008; da Silva
et al., 2016). Dentro del grupo de compuestos fenolicos, podemos distinguir dos grupos: acidos
fendlicos y flavonoides, los cuales provienen del néctar y polen que las abejas recolectan (Silva et
al., 2013). De los &cidos fendlicos descritos, los acidos benzoicos tienen maximos de Aexc/Aem de
266/315, mientras que los acidos cindmicos muestran maximos de emision intensos entre los 400 y
450 nm a Aexc de aproximadamente 310 nm (Ley, 2018; Wiinsch et al., 2015). Por otro lado, los
flavonoides presentan compuestos cuyas Aexc/Aem rondan los 460-480/520-580 nm (Monago-
Marafa et al., 2016).

En la miel podemos encontrar vitaminas, particularmente fluorescente, la riboflavina (B.)
(Sunari¢ et al., 2020), la cual presenta un par de Aexc/Aem de 450/525 nm (Yang et al., 2015). Por
otra parte, los productos de glicacion avanzada (AGEs) presentan fluorescencia principalmente a
365 nm y 440 nm en Aexc/hem, respectivamente (Matiacevich & Buera, 2006). AGEs
correspondientes a polimeros multicomponentes de proteinas-polifenoles-oligosacéridos
(melanoidinas) han sido aislados desde la miel (Brudzynski & Miotto, 2011).

Como se puede observar, solamente los &cidos benzoicos podrian interferir con la
deteccion de triptéfano, asociado a la defensina-1 presente en la miel por la metodologia de
espectroscopia de fluorescencia. En base a estos resultados, se tomé la decision de utilizar la
metodologia de extraccion propuesta, ya que permitiria extraer la defensina-1 desde la miel, para su
posterior analisis mediante IP-RP-HPLC-FD.
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Figura 15. Matrices de excitacion/emision de defensina-1 recombinante v/s muestra de miel. (A)
Defensina-1 recombinante a 4 uM. (B) Muestra de miel de la V region (Miel F) purificada por extraccion en
fase sélida con WCX, a una concentracion de 0,4 g/mL de miel. El eje X corresponde a las longitudes de onda
de emision y el eje Y a las de excitacion. La visualizacion se realiz6 mediante el programa MATLAB
v7.6.0.324 (R2008a) (Mathworks, Natwick, MA).

Con el objetivo de evaluar la recuperacion de defensina-1 recombinante desde la miel
usando columnas de WCX; la proteina fue sometida al proceso de extraccion en fase sélida descrito
en la metodologia, tanto pura como en presencia de una miel de la VII region, a una concentracién
de 5 uM (27,6 mg/L). Luego del proceso se registraron los EEM de acuerdo con lo descrito en el
punto 2.2 de la metodologia. Como se puede observar en la figura 16 A, a pesar de obtener una
sefial con un maximo de excitacion/emision a 280/360 nm, asociable al triptéfano de la defensina-1
recombinante, no se logr6 obtener una sefial limpia. Ademas, dentro de los componentes
fluorescentes encontrados en la matriz de excitacion/emisién, se observd nuevamente una sefial a
340/360 nm de Aexc/hem respectivamente, tal como en el proceso de caracterizacion de la sefal
fluorescente de la defensina-1 recombinante. Esta sefial no correspondia a ningin aminoacido
fluorescente, sin embargo, aparece de manera reiterada, por lo que es posible que se trate de alguna
impureza presente en alguno de los solventes utilizados o resultante del proceso de purificacion del
péptido. Estos interferentes podrian suponer un problema al momento de realizar algin analisis
cuantitativo. Sin embargo, las EEM solo entregan una vision general del grado de limpieza y
recuperacion de la defensina-1 alcanzado en la SPE con las columnas WCX, ya que la posterior
separacion y cuantificacion mediante HPLC-FD, si es concluyente para establecer la eficiencia del

proceso.
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Longitud de onda de excitacion [nm]

Mode B

En cuanto a la EEM de la miel fortificada con defensina-1 y sometida a SPE-WCX
(Figura 16 B), no es posible ver con claridad una sefial a los 280/360 nm de excitacion/emision
asociable al triptéfano de la proteina. Ademas, se obtuvo un perfil de fluorescencia distinto al
registrado para una miel tratada de la V regién (Figura 15 B), lo que podria ser atribuible a las
diferencias en composicion de las muestras. En este sentido, el método de SPE-WCX requeriria
perfeccionamiento para lograr mayor homogeneidad en sus resultados, especialmente debido a la
complejidad de la matriz en cuestion. Sin embargo, y como ya se hizo mencion, los EEM s6lo
entregan una vision general, donde la posterior cuantificacion mediante HPLC-FD permite
establecer con certeza la eficacia del proceso. En cuanto a las sefiales obtenidas en la EEM de la
miel fortificada (Figura 16 B); las tres sefiales principales presentaron maximos de excitacion a 245,
310 y 350 nm aproximadamente; siendo el maximo de emision para todas ellas a 440 nm. Estas
sefiales podrian corresponder a ciertos productos finales de glicacion avanzada, grupo de
compuestos heterogéneos que son formados a partir de la glicaciéon no enzimatica de proteinas,
lipidos y &cidos nucleicos, mediante una serie de reacciones de reordenamiento y ciclacion, en un

fendmeno cominmente denominado como reaccion de Maillard (Ahmad et al., 2014).
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Figura 16. Matrices de excitacion/emision de defensina-1 recombinante sometida a SPE v/s miel
fortificada con defensina-1 recombinante. (A) Defensina-1 recombinante pura, sometida al proceso de
extraccion en fase solida, a una concentracion final de 5 uM (27,6 mg/L). (B) Muestra de miel de la VII
region (Codigo: Miel A) fortificada con defensina-1 recombinante de concentracién 5 uM (27,6 mg/L) y
purificada por extraccion en fase solida con WCX, a una concentracion de 4,8 g/mL de miel. El eje X
corresponde a las longitudes de onda de emision y el eje Y a las de excitacién. La visualizacion se realizé
mediante el programa MATLAB v7.6.0.324 (R2008a) (Mathworks, Natwick, MA).
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Los AGEs tienen méaximos de emision caracteristicos de 440-460 nm, y varian en sus
maximos de excitacion dependiendo del tiempo y las condiciones de interaccion en que se llegaron
a formar estos compuestos (Ashraf et al., 2015), siendo ejemplos de AGEs fluorescentes la
pentosidina y la crosslina, cuyos méaximos de excitacién/emision son respectivamente 370/440 nm y
380/460 nm, presentes en la mayoria de los alimentos con altas concentraciones de carbohidratos,
como la miel (Beisswenger et al., 2012; Obayashi et al., 1996). Los AGEs fluorescentes se
encuentran formando enlaces covalentes con las biomoléculas mencionadas anteriormente (Ashraf
et al., 2015), por lo que es probable que los observados en las muestras con miel estén unidos a
péptidos o proteinas. Cuando el grupo amino de una proteina se condensa con una azlcar se
originan una plétora de AGEs (Ahmad et al., 2014). Por esta razén se postula que gran parte de la
defensina-1 en las mieles podria estar glicada y/o fructada, formando parte de estos compuestos
poliméricos de glicacion avanzada.

En la literatura es ampliamente aceptado el hecho de que todos estos cambios estructurales
asociados a la union de un azlcar a la estructura de un polipéptido, afectan la funcionalidad de las
proteinas, debido a que pueden generar cambios conformacionales (Chevalier et al., 2002; Ghosh-
Moulick et al., 2007; Igbal et al., 2016) o agregacién proteica (Bouma et al., 2003; Ghosh et al.,
2013; Wei et al. 2009), ademéas de provocar cambios en su fluorescencia, ya sea por aparicion de
nuevas sondas fluorescentes (asociadas a la fluorescencia propia de los AGES), o por modificacion
del ambiente quimico que rodea a los aminoacidos aromaticos que componen a estas proteinas
(loannou & Varotsis, 2019; Sharma et al., 2019). De esta manera, este fendmeno podria alterar la
sefial fluorescente que se puede observar en los EEM extraidos de las muestras de miel, ya que la
defensina-1 presenta una serie de aminoacidos que son susceptibles a este fendmeno quimico, la
lisina y arginina (Ahmad et al., 2014; Fujiwara et al., 1990) y de ser glicada, la fluorescencia que
presenta el triptéfano cambiaria longitud de onda de emisién (Vivian & Callis, 2001). Asi, la
longitud de onda de emisién de dicho aminoécido podria desplazarse hacia longitudes de onda mas
altas, que como se puede observar en los EEM de las mieles estudiadas en esta tesis en las figuras
15, 16 y 18 (Aexc/em de 250-350/440 nm), predominan en cuanto a sefiales fluorescentes se refiere.
Este viraje ha sido reportado en la literatura, y se ha asociado a una modificacion del entorno
quimico en el que esta el triptéfano, yendo de un entorno mas hidrofdbico, a uno de polaridad
mayor, generada por las mismas estructuras que se unen covalentemente a la proteina, y generan un
AGE (loannou & Varotsis, 2019). Por otro lado, el alto contenido de compuestos fendlicos podria
favorecer la formacion de complejos entre estos y proteinas que generarian un apantallamiento

(quenching) de la sefial fluorescente del triptéfano (Rawel et al., 2006), ademas de un posible
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cambio estructural que modifique el ambiente del triptéfano de manera similar a lo propuesto en el
parrafo anterior, con la formacion de un AGEs.

Continuando, en la figura 17, se puede observar una muestra de miel purificada mediante
el método de extraccion, sin fortificar. En este caso, previo a la obtencion de la EEM el extracto
obtenido fue diluido 1:3 (concentracidn final de 1,6 g/mL de miel). La dilucién de la muestra causé
una atenuacion de las sefiales a 440 nm y se puede vislumbrar con mayor nitidez la fluorescencia
presente a las longitudes de onda en las que se podria reconocer el triptéfano de la defensina-1:
excitacion/emision a 220/360 nm y 280/360 nm.
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Figura 17. Matriz de excitacion/emision de miel de la VII regién sometida a SPE. La imagen
corresponde a una muestra de miel de la VII region (codigo: Miel A) purificada por extraccion en
fase solida, a una concentracion de 1,6 g/mL de miel. Se destaca con un circulo amarillo el intervalo
espectral donde se aprecia fluorescencia atribuible a triptéfano. El eje X corresponde a las
longitudes de onda de emision y el eje Y a las de excitacion. La visualizacion se realizé mediante el
programa MATLAB v7.6.0.324 (R2008a) (Mathworks, Natwick, MA).

Finalmente, en la figura 18 se pueden observar los EEM del resto de las mieles analizadas
(mieles desde la B a la E), las cuales poseen caracteristicas similares a la miel observada en la
figura 17, en especial la miel de la figura 18 C: una sefial 280/360 nm de excitacion/emision
solapada con las de mayor intensidad, y sefiales con maximos de excitacion entre 240 y 350 nm,
con un maximo de emision respectivo de aproximadamente 440 nm. La gran diferencia apreciable
en estas muestras de miel es la aparicion de una sefial a aproximadamente 280/300 nm de
excitacion/emision, en las figuras 18 B, C y E, caracteristica de la fluorescencia proveniente de la

Tirosina (Creed, 1984b). La presencia de este aminoacido en la miel depende principalmente de su
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origen botanico (Bouseta et al., 1996; Kaskoniené & Venskutonis, 2010), y considerando que todas
las mieles estudiadas provienen de colmenas de distintas regiones del pais, es hormal que algunas
presenten dicha sefial fluorescente y otras no.

Articulando toda esta informacion, es posible que la incipiente sefial que aparece a la
longitud de onda de emision de triptéfano (360 nm) sea defensina-1, pero enmascarada por las
sefiales de compuestos fluorescentes presentes a mayores concentraciones en la miel y/o desplazada
en emision. En este sentido, la sefial de emision alrededor de los 360 nm observada en las figuras 15
B, 16 By 17, podria atribuirse al péptido modificado (glicado y/o asociado a compuestos fendlicos)
que contiene un residuo de triptéfano en un entorno mas polar y por lo tanto con un maximo de
emision desplazado hacia el rojo.

Made B
Mode B

Longitud de onda de excitacion [nm]
Longitud de onda de excitacion [nm]

20
350 2‘30 »no 350 400 430
Mode C Mode C

Longitud de onda de emision [nm] Longitud de onda de emision [nm]

Longitud de onda de excitacion [nm]
Mode B

Longitud de onda de excitacion [nm]
Mode B

Longitud de onda de emision [nm] Longitud de onda de emision [nm]

Figura 18. Matrices de excitacion/emisién de mieles de la zona centro-sur de Chile sometidas a SPE y
Ilevadas a una concentracion final de 1,6 g/mL. (B) X regién (Miel B). (C) Xl region (RM) (Miel C). (D)
IV region (Miel D). (E) VI regién (Miel E). El eje X corresponde a las longitudes de onda de emision; eje Y a
las de excitacion. Visualizacién obtenida con el programa MATLAB v7.6.0.324 (R2008a) (Mathworks,
Natwick, MA).
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Finalmente, en la figura 19 se presenta el cromatograma de la defensina-1 recombinante
pura sometida al proceso de extraccion en fase solida y HPLC-FD. Se observa el pico
cromatografico a los 1,55 minutos atribuido a la defensina-1 (seccién 3.1). Sin embargo, a
diferencia de lo ocurrido al inyectar directamente el péptido en el HPLC; junto al pico de los 1,55
minutos se obtuvieron dos picos adicionales a los 1,79 y 2,23 minutos. Ambos podrian ser
impurezas aportadas durante la SPE. Sin embargo, igualmente se postula que estos picos sean
especies de defensina-1 recombinante con una conformacion distinta; producto de la reduccion y re-
oxidacion de los enlaces disulfuro en su estructura generados durante el proceso de purificacion y/o
separacion; las que presentarian una interaccion distinta con la columna cromatogréfica (Estrella et
al., 2011; Moghadam et al., 2015; Steiner & Bulaj, 2011; Zhang et al., 1987). Cabe sefialar que en
este caso las muestras no fueron pre-incubados en el medio reductor antes de la inyeccion en el
cromatdgrafo, lo cual puede ser la causa de este resultado (Shahin-Kaleybar et al., 2020; Zhang et
al., 1987).
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Figura 19. Cromatograma asociado a una muestra de defensina-1 recombinante (5 pM) sometida a la
metodologia desarrollada (WCX / IP-RP-HPLC-FD). El registro de la fluorescencia fue hecho a 280 nm de
excitacion y 360 nm de emisién. Flujo de la corrida: 1 mL/min, isocréatica. Flechas anaranjadas: tiempo de
retencion del pico cromatografico asociado a la defensina-1 recombinante: 1,551 minutos. Impurezas
asociadas al método o especies de defensina-1 de distinta estructura: 1,786 minutos, 2,235 minutos.
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4. Determinacion de la presencia de defensina-1 en miel y miel fortificada con el
péptido recombinante, sometida a extraccion en fase solida, mediante el uso

de IP-RP-HPLC-FD.

En la figura 20 se presenta el cromatograma de la “Miel A” sometida al proceso de
extraccion en fase solida y HPLC-FD. Al igual que para la defensina-1 recombinante inyectada
directamente en el cromatografo (figuras 10 y 11), y sometida al proceso completo (figura 19), se

observa el pico a los 1,55 minutos; atribuible por tanto al péptido nativo presente en la miel

estudiada.
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Figura 20. Cromatograma asociado a una muestra de miel sometida a la metodologia desarrollada (WCX /
IP-RP-HPLC-FD). La miel seleccionada fue la catalogada como ‘“Miel A” (tabla 1). El registro de la
fluorescencia fue hecho a 280 nm de excitacion y 360 nm de emisién. Flujo de la corrida: 1 mL/min,
isocratico. Flechas anaranjadas: tiempo de retencién del pico cromatografico asociado a la defensina-1
recombinante: 1,552 minutos. Impurezas asociadas al método: 1,788 minutos.

Sin perjuicio de lo anterior, se podria corroborar la pureza y el peso molecular del péptido
en cuestion mediante electroforesis en gel de poliacrilamida (Schagger, 2006), o cromatografia de
exclusion molecular (Duong-Ly & Gabelli, 2014). Sin embargo, la espectrometria de masas
permitiria verificar con mayor certeza la identidad del péptido, ya que dicha técnica se considera

como el “Gold standard” a la hora de identificar tanto la masa, como la secuencia de una proteina
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(Manes & Nita-Lazar, 2018; Matthiesen & Bunkenborg, 2013).

Continuando con el examen de la figura 20, es posible apreciar el mismo pico adicional a
los 1,788 minutos, parcialmente solapado al pico de la defensina-1, observado para el péptido puro
sometido al proceso de extraccion-deteccion (figura 19). En cuanto a la identidad de este compuesto
y como ya se menciond anteriormente, podria tratarse de especies de defensina-1 con una
conformacion distinta producto de la reduccion y re-oxidacion de los enlaces disulfuro producidos
durante el proceso de purificacion y/o separacion cromatografica (Estrella et al., 2011; Moghadam
et al., 2015; Steiner & Bulaj, 2011; Zhang et al., 1987). Cabe sefialar que en este caso las muestras
tampoco fueron pre-incubadas en el medio reductor antes de la inyeccion en el cromatdgrafo.

Otro fenémeno que podria estar causando picos cromatograficos de defensina-1 a tiempos
de retencion diferentes al del péptido recombinante seria la posible glicacion de la proteina. Como
ya se menciond en la introduccion de este trabajo y en resultados anteriores, las condiciones Unicas
de la miel hacen altamente probable la presencia de péptidos glicados (Hellwig et al., 2017; da Silva
et al., 2016). La modificacion estructural y quimica de la defensina-1 provocaria una modificacion
en su polaridad (Ghosh et al., 2013) y con ello una interaccion distinta con la fase estacionaria
(C18); teniendo como consecuencia final, un cambio en su tiempo de retencion. Ademas, estas
alteraciones quimicas modificarian las caracteristicas fluorescentes del péptido, provocando un
cambio en los maximos de emision de fluorescencia (Vivian & Callis, 2001), ya sea por
modificacion del ambiente en el que se encuentra el triptéfano de la defensina (loannou & Varotsis,
2019); o aportando fluorescencia desde la misma estructura glicada (Ashraf et al., 2015; Sharma et
al., 2019).

Estos fendmenos descritos podrian explicar la presencia de mdultiples picos
cromatograficos en los cromatogramas obtenidos de las mieles analizadas por la metodologia
desarrollada. Para verificar si las estructuras proteicas en estudio estan efectivamente glicadas, seria
necesario recuperar la fraccion eluida de la IP-RP-HPLC-FD realizada a las muestras de miel, y
analizarlas mediante LC-MS/MS; en cuyo caso se obtendria la masa de la defensina-1 mas la de la
azucar afiadida correspondiente (Frolov & Hoffmann, 2008; Witze et al., 2007). Adicionalmente,
existen métodos basados en el uso de PAGE con el fin de detectar proteinas glicadas (Jackson et al.,
2008; Pereira Morais et al., 2019; Priego Capote & Sanchez, 2009). Un ejemplo de estos se basa en
la interaccion covalente entre el &cido boronico y las estructuras cis-diol presentes en los aductos
proteina-fructosamina que se forman en las proteinas glicadas, con el fin de detectar proteinas en
etapas de glicacion temprana; esta union marcada con fluoresceina puede ser observada a través de

un gel de poliacrilamida en una técnica denominada electroforesis en gel de poliacrilamida con
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fluoresceina-fenilboronato (Flu-PAGE) (Morais et al., 2012).

La figura 21 muestra los cromatogramas obtenidos de la “Miel A” fortificada con
defensina-1 recombinante a 5, 15 y 25 uM. En los tres casos se observo un pico cromatografico a
los 1,6 minutos aproximadamente, el que esta desplazado en comparacién al pico de la defensina-1
obtenido a los 1,55 minutos. Adicionalmente, este pico presentdé un ‘“hombro” evidente
demostrando la co-elucidn de otro componente. Por otra parte, el area de este pico fue muy similar
para las tres concentraciones, lo que demuestra que el aporte mayoritario a esta no es la defensina-1
afladida, sino que un componente propio de la miel. Ademas, esto podria evidenciar una
modificacion de la defensina-1 al ser afadida a la miel constituyéndose en una especie distinta y por
lo tanto con un tiempo de retencion distinto. Se requiere un programa de elucion en gradiente que
mejore la resolucion para visualizar estos componentes en forma separada. Cabe sefialar que en este
caso las muestras tampoco fueron pre-incubados en el medio reductor antes de la inyeccion en el

cromatografo. En definitiva, este resultado no tiene una interpretacion evidente.
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Figura 21. Cromatogramas asociados a una muestra de miel fortificada con defensina-1 recombinante (5,
15y 25 pM) sometida a la metodologia desarrollada (WCX / IP-RP-HPLC-FD). La miel seleccionada fue la
catalogada como “Miel A” (tabla 1). El registro de la fluorescencia fue hecho a 280 nm de excitacién y 360
nm de emision. Flujo de la corrida: 1 mL/min, isocrético. Flechas anaranjadas: tiempo de retencion del pico
cromatografico asociado a la defensina-1 recombinante: 1,618; 1,631 y 1,639 minutos. Impurezas: 2,227

2,241y 2,283 minutos.
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Dado que no hay claridad en la identidad del pico eluido a los 1,6 minutos, ademas de la
posible co-elucion de dos componentes, no se calculd la recuperacién de la defensina para estas
muestras de “miel A” fortificadas. Sin embargo, si se logré determinar la concentracion de
defensina-1 nativa presente en las mieles sometidas a la metodologia. Como se puede apreciar en la
tabla 4, la miel proveniente de la VII regién (Miel A) del pais fue la que presentd la mayor cantidad
de defensina-1 con 60 + 2 pg de defensina-1 / g de miel, mientras que la miel de la X region (Miel
B) present6 la menor, con 26,5 + 0,4 ug de defensina-1 / g de miel. Si comparamos estos valores
con los Unicos descritos en la literatura, los valores mas bajos obtenidos (26,5 + 0,4 pg/g) superan
por un factor de cinco al valor més alto encontrado por Valachové et al., 2016 (5.17 £+ 1.39 pg/g) en
mieles Eslovacas. Dado que la defensina-1 presente en la miel es aportada por las abejas que la
producen, las diferencias encontradas podrian asociarse a diferencias genéticas, metabolicas o
nutricionales entre las abejas productoras de dicha miel (Chile vs Eslovaquia) (Casteels-Josson et
al., 1994; Chua et al., 2013; Di Girolamo et al., 2012; Klaudiny et al., 2005). Por ello, ampliar el
estudio a un ndmero mayor de mieles permitiria disponer de méas datos sobre el contenido de
defensina-1 en estas y compararlos entre si y/o con los valores publicados. Por otra parte, el uso de
HPLC-FD podria permitir la cuantificacion de poblaciones de defensina-1 que no pueden ser
reconocidas por el método de inmunoadsorcidn, o cuyas estructuras sean consideradas iguales,
habiendo sufrido una modificacion quimica.

Finalmente, cabe destacar que el método de separacion-cuantificacion de la defensina-1 en
miel desarrollado fue altamente reproducible, con coeficientes de variacion entre 0,7 y 3,0% (tabla

4) lo que indica la robustez de este.

Tabla 4. Concentracion promedio de defensina-1 encontrada en las diferentes muestras de miel analizadas.
Las mieles estudiadas estan descritas en la tabla 1. Dichos valores se obtuvieron mediante la interpolacion del
area obtenida del pico cromatografico a 1,55 minutos, de cada miel sometida a WCX/IP-RP-HPLC-FD, en la
curva de calibracion del “intervalo superior” de concentraciones de defensina-1 recombinante. La
concentracion promedio de defensina-1 esta expresada con su desviacion estandar correspondiente.

Miel A | Miel A | Miel B | Miel B | Miel C | Miel C | Miel D | Miel D | Miel E | Miel E
prueba | prueba | prueba | prueba | prueba | prueba | prueba | prueba | prueba | prueba
1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
Concentracion de defensina-1 | 5, 4| 498 | 233 | 227 | 208 | 300 | 47,6 | 470 | 355 | 34,9
en la muestra (UM)
Concentracion de defensina-1 | g, 6 | 573 | 269 | 261 | 343 | 345 | 548 | 541 | 408 | 402
en la muestra (ug/g de miel)
Concentracion promedio de 602 26,5+ 0,4 34,4+0,1 54,4+ 0,4 405+ 0,3
defensina-1 (pg/g de miel)
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Si bien se obtuvieron buenos resultados con la metodologia desarrollada, para conseguir
un pico cromatografico unico y reproducible de defensina-1 recombinante pura (incluyendo una
pre-incubacién de las muestras con BPME), con el fin de construir una curva de calibracién (figuras
10 y 11); asi como también visualizar el péptido nativo en la miel (figura 20); el uso de un método
isocratico, con un breve tiempo de elucién total (4 minutos), pudo haber afectado la resolucién de
los picos cromatogréficos causando la deficiente separacion de las moléculas presentes luego de la
purificacion en fase solida en el caso de la miel. Esto indicaria la necesidad de utilizar un gradiente
que pueda separar efectivamente cualquier interferente proveniente de la miel, que permita asi
cuantificar de manera efectiva la defensina-1. Por otra parte, los cromatogramas de la defensina-1
recombinante pura y de miel sometidas a WCX presentaron picos adicionales al péptido, asociados
muy probablemente a la diversa cantidad de poblaciones de defensina-1 generadas durante el
proceso analitico por la oxidacion de sus cisteinas y consecuente formacion de puentes disulfuro
“inter-defensina” (figuras 19 y 20). En este punto cabe sefialar que, debido a circunstancias en el
desarrollo experimental del trabajo, estas muestras no fueron pre-incubadas con el agente reductor
BME; y si bien éste estaba presente la fase movil empleada en el HPLC, no fue suficiente para
evitar la presencia de distintas poblaciones del péptido lo que explicaria el resultado observado.
Esto indica la necesidad de la pre-reduccion tanto de la defensina-1 recombinante pura como de las
muestras de miel purificadas previo al analisis por HPLC, mediante incubacién con BME u otro
agente reductor como DTT, y de esta manera asegurarnos que toda la poblacién de defensina-1 esté
reducida, denaturada, y por consecuencia uniforme.

Finalmente, se concluye que se desarrollé un método basado en SPE-WCX asociado a
HPLC-FD, el que permitié detectar y cuantificar la defensina-1 en mieles chilena. Esto, ademas de
ser un hecho novedoso, permitird complementar el estudio de la miel relacionado con la presencia
del péptido y su capacidad antimicrobiana y/o avalar su uso en otras dimensiones, mas alla del
consumo humano. Sin embargo, también se debe indicar que la metodologia desarrollada presenta
limitaciones que requieren ser abordadas para una mayor certeza en la determinacion de defensina-1

en miel.
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CONCLUSIONES

Se establecieron las condiciones experimentales para obtener defensina-1

recombinante pura.

Se confirmo la identidad y pureza del péptido purificado mediante LC-MS/MS.

Se establecieron las condiciones experimentales para cuantificar defensina-1 en
miel utilizando un método basado en SPE-WCX asociada a IP-RP-HPLC-FD.

Se logro determinar la presencia de defensina-1 en mieles de una serie de regiones

del pais.
Debido a la complejidad de tanto el analito como de la matriz en cuestion, se

requiere abordar algunas limitaciones del método propuesto, y asi dar una mayor

certeza en la determinacién de defensina-1 en la miel.
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