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Resumen

La microcina E492 es una bacteriocina producida por Klebsiella
pneumoniae RYC492 y activa sobre cepas de Enferobatericeae. Su mecanismo
de accion requiere del reconocimiento en la membrana externa de la célula
sensible por los receptores de catecoles FepA, Fiu y Cir, y de la proteina TonB
para ejercer su accion toxica en la membrana citoplasmatica de la bacteria
sensible.

Mediante el estudio de mutaciones puntuales de la microcina E492 se
identificaron aminoacidos que son necesarios para la actividad antibacteriana.
Asi, dos mutantes (PL-G18S y PL-G18D) en el péptido lider no exportan {a
microcina al medio extracelular. Por otro lade la mutante PL-V'5V permitio
determinar que el predicho aminoacido 5 es el aminoacido en el cual se inicia la
traduccion de la microcina E492. La mutante Q8H es la tinica que afecta a la
microcina £492 madura (una vez procesado el péptido lider). Esta mutacidn
impide la translocacion a través de la membrana externa de la célula blanco,
pero mantiene la capacidad de formar canales idnicos y de ser activa scbre
esferoplastos de bacterias sensibles. La microcina E492 Q8H se encuenira
principalmente en forma oligomérica y se agrega espontaneamente formando
fibras amiloides, las cuales se detectaron mediante la unién de las fibras de
microcina a colorantes especificos rojo Congo v tioflavina T. La formacion de
estas fibras amiloides explica porqué la microcina E492 no es capaz de

#ttavesat i membrana extettia para ejercgr sy ageian.
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La microcina E492 disminuye la viabilidad de células tumorales
(melanoma murino B16, adenocarcinoma colon-rectal murino MC38, carcinoma
de colon humano HT29 y HCT118) sin afectar a cultivos prirnarios {esplenocitos
y cultivos de médula 6sea) o lineas celulares no tumorales (N2A y macrofagos).
Estos resultados permiten explorar una nueva aplicacion de la microcina E492
como agente antitumoral. Se determiné que la microcina E492 Q8H posee
actividad citotoxica sobre células de melanoma murino B16 y carcinoma de
colon humano HT29, y que es mas eficiente en disminuir la viabilidad de estas
células, pues disminuye la viabilidad en un tiempo de incubacién menor y a mas
bajas concentraciones que la microcina E492 silvestre.

Finalmente se determind que las fibras de microcina E492 silvestre
disminuyen el tamafio de tumores de carcinoma de colon humano HT29 en un
modelo in vivo de cancer, el cual utiliza un ensayo “xenograft’ en ratones
“nude”. Los resultados de estos experimentos muestran que se produce una
disminucién significativa del volumen y la masa de los tumores, incluso se
observa remision total en un 20% de los ratones tratados. Un efecto similar se
obtiene cuando la microcina E492 es administrada por via oral. No se ohservé
ningtin efecto téxico en los ratones tratados con microcina E492, indicando que

la microcina E492 es un buen candidato para ser usado como antitumoral.
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Abstract

Microcin E492 is a bacteriocin active on severai strains of the

Enterobactericeae family that it is produced by Klesbsiella pneumoniae

RYCA492. Its mechanism of action requires the recognition by the cathecolicate

receptor FepA, Fiu and Cir of the outer membrane and the protein TonB to

extert the toxic activity in the inner membrane of the sensitive cells.

In this study, through point mutations on microcin E492, amino acids
necessary for the antibacterial activity were identified. Thus, two mutants (PL-
G18S and PL-G18D) in the leader peptide do not export microcin to the
extracellular space. On the other hand, the PL-V5V mutant allowed the
identification of the fifth amino acid as the start codon. The Q8H mutant affects
mature microcin E492. This mutation interferes the translocation through the
outer membrane, but maintains its capacity to form ionic channels and it is
active over sensitive bacteria spheroplasts. Microcin E492 Q8H is found
principally in an oligomeric form and aggregates spontaneously forming amyloid
fibers, which were detected by the binding to specific colorants, such as Congo
red an%i thioflavinT. The amyloid fiber formation would explain why this microcin
mutant! cannot pass through the outer membrane to exert its action.

%Vlicrocin E492 diminished the tumoral cells viability (murine melanoma
B16, n;urine colo-rectal adenocarcinoma MC38, human colon carcinoma HT29
and HCT116) without affecting primary cell cultures (splenocites and bone

""l'

marmw cultures) or noh tumoral cellular lines (N2A arid macrophdges). This
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result allows to explore a new application of microcin E492 as an antitumoral
agent. [t was also determined that microcin £492 Q8H has cytotoxic activity over
murine melanoma B16 cells and human colon carcinoma HT29, and that this
mutant diminishes the celi viability at lower incubation times and lower
concentrations than the wild type microcin.

On the other hand, it was determined that the wild type microcin E492
fibers diminished the size of human colon carcinoma HT28 tumor in an in vivo
“xenograft” cancer mode! in “nude” mice. After the treatment, a significant
volume and tumor mass reduction was produced, and total remission in a 20%
of the treated mice was observed. A similar effect was obtained when microcin
E492 was orally administrated. No toxic effect was observed in mice treated with
microcinE492 indicanting that this bacteriocin is a good candidate to use as an

antitumoral agent.
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1. Introduccién

Las bacteriocinas son un conjunto de proteinas o péptidos producidas
por bacterias, que tienen actividad antibidtica sobre ofras bacterias
estrechamente relacionadas con la cepa productora. El papel fisioldgico mas
probable de estas sustancias es pemitir a la bacteria productora la colonizacidn
de un nicho, en el cual existen ofras especies sensibles a la accion de la
bacteriocina y que compiten con ella por los nutrientes. Las bacteriocinas
actlan por mecanismos muy diversos, como la inhibicion de la sintesis de
proteinas (colicinas E3, E4, E5 y EB, microcina J25) (Boon, 1971; Bowman,
1971, Boon, 1972; Senior y Holland, 1971; Ogawa y cois., 1998; Tomita y cols.,
2000; Bellomio y cols., 2007), degradacion del DNA cromosomal (colicinas E2,
E7, E8 y E9) (Toba y cols., 1998, Ohno-lwashita y Imahori, 1980) o por la
formacidn de poros en la membrana citoplasmatica (colicinas A, B, E1, la, Ib, K
¥ N, MccE492) (Luria, 1982; Cascales y cals., 2007, Ohno-lwashita y Imahori,
1982, Lagos y cols., 1993). Seguin su peso molecular, las bacteriocinas de
bacterias Gram negativas estan clasificadas en colicinas (= 10 kDa) y
microcinas (menor o igual a 10 kDa). Las colicinas son bacteriocinas que son
liberadas al medio extracelular durante la respuesta SOS (Cotter y cols., 2005)
y poseen una estructura modular compuesta por tres dominios con funciones

independientes: el dominio de translocacion, el dominio de unién al receptor y el




dominio 16xico (de Graaf y cdls., 1978; Ohno-lwashita y Imahori, 1980; Ohno-

lwashita y Imahori, 1982).

A diferencia de las colicinas, las microcinas no poseen dominios con
funcién conservada, sin embargo algunas de ellas parecen poseer una
organizacion modular, compuesta por pequefios motivos de aproximadamente
15 a 20 aminoacidos, donde cada uno de esos médulos posee un papel
definido y esencial en la actividad bactericida (Azpiroz y Lavifia, 2007;
Destoumieux-Garzén y cols., 2002). Para ejercer su actividad algunas
microcinas necesitan ser modificadas postraduccionalmente, por la adicion de
grupos tiazoles y oxazoles (microcina B17), formilacién y unién a AMP amino
propanol, en el caso de la microcina C7 (Kazakov y co!;., 2007) o por la adicién
de salmoquelina en el caso de la microcina E492 (MccE492) y probablemente
también el de las microcinas H47, M, 147 (Azpiroz y Laviiia, 2007; Thomas y
cols., 2004).

En este trabajo nos focalizaremos en el estudio de la microcina

formadora de poros denominada MccE492.

1.1. Actividad bactericida de la MccE492.

La MccE492 es una bacteriocina producida por Klebsiella pneumorias
RYC492 que posee actividad antimicrobiana sobre bacterias del género
Enterobactericeae, tales como Escherichia, Enterobacter y Klebsiella spp. (de
Lorenzo, 1984; Destoumieux-Garzén y cols., 2003). Mediante experimentos in

vitro en bicapas lipidicas se ha determinado que la McckE492 forma poros en
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membranas sintéticas. Esta actividad est& correlacionada con la capacidad que
tiene la MccE492 de disipar el potencial de membrana de la célula blanco,
situacién que lleva a la muerte de la bacteria (De Lorenzo y Pugsley, 1985;
Lagos y cols., 1993; Destoumieux-Garzén y cols., 2003).

La MccE492 es secretada tanto en la fase exponencial como en la fase
estacionaria del crecimiento bacteriano (Corsini y cols., 2002), pero la forma
activa se produce solo durante la fase expanencial, lo cual difiere de la mayoria
de las bacteriocinas que son producidas exclusivamente durante la fase
estacionaria. La pérdida de la actividad bactericida de la MccE492 durante la
fase estacionaria esta correlacionada con un descenso en la tasa de sintesis de
las proteinas MceJl, necesarias para la maodificacion de la MccE492. De esta
forma, en la fase estacionaria de crecimiento se acumula la forma no
modificada de la MccE492 en el medio extracelular, fa cual forma fibras
amiloides, que contribuyen a inactivar las moléculas remanentes de MccE492

madificada (Corsini y cols., 2002; Bieler y cols., 2005).

1.2. Determinantes genéticos del sistema productor de MccE492.

Para la produccion de la forma activa de MccE492 se requieren de =t
menos 7 determinantes genéticos que participan en los proceso de sintesis,
inmunidad, exportacién y modificacion de la MccE492 (Lagos y cols., 2001).
Estos determinantes, ubicados en un segmento de 13 kpb del cromosoma de
Klebsiella pneumoniae RYC492, han sido clonados y expresados en E. cofi,

permitiendo su estudio mediante mutagénesis por transposicién, RT-PCR y
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fusiones transcripcionales (Lagos y cols., 2001). Deniro de estos determinantes
genéticos se encuentran el gen mceA, el cual corresponde al gen estructural de
la MccE492 y codifica para una pre-proteina de 103 6 99 aminoacidos,
dependiendo de la metionina que se utilice como codén de inicio (Lagos y cols.,
1999). La MccE492 es procesada proteoliticamente durante su exportacion al
medio exiracelular, en un motivo de! tipo doble glicina ubicado entre los
residuos 18 y 19 (o 14 y 15 si se considera la metionina 5 como el inicio de la
traduccion). Ademas de la remocidn del péptido lider, la MccE492 es modificada
postraduccionalmente en su extremo carboxilo con una molécula del tipo
salmoguelina (Figura 1). La salmoquelina consiste en un trimero de
dihidroxibenzoil-L-serina (DHBS) (enterobactina), qﬁe esta unida a una
molécula de glucosa (Destoumieux-Garzon y cols., 2004). La enterobactina y
galmoquelina son siderdforos que capturan el hierro exiracelular y permiten la
sobrevida de las bacterias en medios con muy bajas concentraciones de hierro.
La modificacion de la MecE492 ocurre mediante la accién conjunta de los genes
propios de la bacteria productora implicadas en la sintesis de enteroquelina,
entre los que destaca, entF que codifica para una sintetasa de enterobactina, y
los genes del sistema productor de la MccE492, meeC, mcel y mced (Nolam v
cols., 2007). Mutaciones en estos genes producen una microcina que es
exportada al medio exiracelular peroc que no posee actividad bactericida. El gen
mceC codifica para una glicoéil transferasa, el gen mcel posee homologia con

una aciltransferasa y mceJ no posee homdlogo conocido (Lagos y cols., 2001).
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Figura 1: Modelo de la accion y produccion de la MccE492.

En la parte superior de la figura se muestran las proteinas necesarias para la
produccién, modificacion, exportacion e inmunidad (MceB) de la MccE492. Se
representan las proteinas del sistema de la microcina y las proteinas de la bacteria
productora (EntF y TolC). En la parte inferior de la figura, se representa un diagrama de
las proteinas necesarias para la actividad de la microcina E492 en la bacteria sensible
(TonB, ExbB, FepA, Fiu y Cir). Se puede apreciar que en el medio extracelular se
acumulan tres tipos de microcina: modificada, no modificada y fibras amiloides, de ellas
solamente la microcina modificada es reconocida por los receptores de membrana
externa y necesaria para la actividad bactericida.
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Genes similares han sido descritos en los sistemas productores de microcinas
H47, M, 147, sin embargo la participacion de estes genes en la maodificacion de
sus respectivas microcinas no ha sido atin demostrada (Azpiroz y Lavifia,
2004). Las microcinas E492, H47, 147 y M presentan en su carboxilo terminal un
motivo conservado rico en serina de aproximadamente 11 aminoacidos, que
probablemente constituye la sefial para la modificaciéon postraduccional. En los
sistemas de produccion de las microcinas E492 y H47 la serina terminal es
esencial para su actividad, pues la eliminaciéon de este aminodacido del gen
estructural produce una microcina inactiva (Bieler y cols., 2006). La modificacion
es esencial para el reconocimiento de {a microcina. por los receptores de
membrana externa de la bacteria sensible, una vez en el espacio
periplasmatico, la microcina no requiere estar modificada para ejercer su accién
bactericida (Lagos y cols., 2001, Azpiroz y Lavifia, 2007).

El gen mceB codifica para la proteina de la inmunidad a [a MccE492, es
decir es la proteina que previene la actividad bactericida de la MccE492 sobre
la cepa productora (Figura 1). Esta proteina se localiza en la membrana
citoplasmatica, posee 3 hélices tfransmembrana y su extremo amino y carboxilo
se localizan en el periplasma y citoplasma respectivamente (Lagos y cols.,
1999; Baeza, 2003). La actividad de proteccion de la inmunidad MceB ocurre
por un mecanismo aun no definido, pero su asociacion a la membrana

citoplasmética permite inferir que evita la formacién del poro en la membrana,




ya sea por interaccion directa con la microcina o bien con la proteina TonB la
cual es necesaria para la actividad de la MccE492.

Los otfros determinantes genéticos en este sistema son los genes meceG
y mceH los cuales forman parte de un sistema de exportacién de tipo | (Figura
1), que es especifico para la MccE492. En este sistema se procesa la pre-
microcina, la cual posee un péptido lider en el extremo amino que es
reconocido y clivado por el transportador ABC durante la exportacién. El
reconocimiento y clivaje del péptido lider ocurre en un motivo del tipo.doble
glicina ampliamente conservado en este tipo de exportadores. El péptido lider
corresponde a un péptido de 18 aminoacidos (o 13 aminoacidos), necesario
para reconocer el exportador. Este segmento de las microcinas es definido
como un médulo, ya que actia en forma independiente del resto de la
bacteriocina.

Los sistemas de exportacion tipo | son utilizados por variadas
bacteriocinas, incluyendo la colicina V (Fath y Koiter, 1993). Esta formado por
una proteinas de membrana citoplasmatica de la familia de transportadores
ABC ("ATP binding cassette”), los cuales utilizan la hidrélisis de ATP para la
exportacion. En el sistema productor de la MccE492 éste corresponde al
producto del gen mceG. El segundo componente sistema de exportacion
(MceH) corresponde a la proteina auxiliar, la cual se encuentra anclada a la
membrana interna pero orientada hacia el periplasma. La funcién de MceH es
conectar [a proteina transportadora con la proteina de membrana externa TolC

(Figura 1). La proteina TolC esta codificada en el cromosoma de E. coli y K.




piieumoniae y cumple variadas funciones, participando en la exportacion de la
MccE492 (Lagos y cols., 2001), colicina V (Hwang y cols., 1997), microcina J25
(Delgado y cols., 1999) y microcina H47 {Azpiroz y cols., 2001). Los tres
componentes del sistema de exportacion forman un canal que conecta el
citoplasma con el espacio exiracelular por el cual las moléculas son exportadas

{Bleuel y cols., 2005).
1.3. Actividad bactericida.

1.3.1. Receptor de membrana externa.

En la bacteria sensible, la MccE492 es reconocida en la membrama
externa por las proteinas FepA, Fiu y Cir, los cuales son receptores de
sideréforos catecélicos (Figura 1). Estos receptores poseen una hoja plegada B
en el dominio de interaccién con la membrana externa y un segmento globular
en el extremo amino terminal, el cual es necesario para la apertura y cierre del
receptor (Ferguson y cols., 1998; Ferguson y cols., 2002; Locher y cols., 1998;
Buchanan y cols., 1999; van der Helm y cols., 2002; Yue y cols., 2003,
Cherezov y cols., 2006; Devanathan y Postle, 2007). La proteina FepA es &l
principal receptor de la MccE492, siendo el aporte de Fiu y Cir menor
(Strahsburger y cols., 2005). La presencia de la modificacion en el extremo
carboxilo terminal de la MccE492 es esencial para el ingreso de la microcina a
la célula, ya que preparaciones de microcinas a partir de los mutantes en log
genes mceC, mce IJ son inactivas sobre bacterias sensibles, pero presentan

actividad sobre esferoplastos, es decir células a las cuales se ha




permeabilizade la membrana externa. La modificacion de la MccE492
cofresponde a moléculas catecolicas derivadas de enterobactinas, las cuales
son reconocidas por este tipo de receptores. Esto explicaria la necesidad de la
modificacion para la actividad bactericida. Se ha determinado que los Gitimos 11
aminoacidos de la MccE492 y H47 son esenciales para la modificacién, por lo
que podria clasificarse como un médulo, pues al igual que el péptido lider,
funciona en forma independiente y cumple una funcién esencial en el
mecanismo de accion de la bacteriocina. La utilizacién de molécula del tipo
vatecol para el ingreso de la bacteriocina a la bacteria blanco, es denominada
estrategia caballo de Troya, pues estas moléculas son reconocidas por los
receptores de sideréforos tipo catecdlicos. La bactt;ria seria “engafiada” y

permitiria la entrada de una sustancia toxica en vez de un compuesto

beneficiosc como los sideréforos unidos a hierro (Fishbach y cols., 2006).

1.3.2. TonB.

Lusgo que 1a MccE492 ingresa al espacio periplasmatico, requiere de la
presencia de TonB para su actividad bactericida (Figura 1). TonB es una
proteina de 239 aminoacidos cuya funcion fisiologica es transducir energia
desde la membrana citoplasmatica a la membrana externa. Esta proteina esta
sompuesta por tres dominios: El dominio amino terminal (aminoacido 1-65), que
cumple la funcién de anclar la proteina a la membrana citoplasmatica; el
dominio central o segmento espaciador rico en prolinas (aminoacido 66-102},

aue se encuentra en el periplasma; y finalmente el dominio carboxi terminal
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{aminoacido 103- 239), el cual es esencial para la interaccién con los receptores
tibicados en la membrana externa (Larsen y cols., 2003; Postle, 1990; Postle y
Larsen, 2007). TonB participa en el transporte de nutrientes, iales como
sideréforos y vitamina B12, que ocurre entre la membrana externa al espacio
periplasmatico mediante una interaccidén con receptores de membrana externa.
Para la transduccién de energia requiere de las proteinas ExbB y ExbD,
proteinas ubicadas en la membrana citoplasmatica (Larsen y cols., 1999). Ei
mecanismo por el cual ocurre la transferencia de energia no esta claro, solo se
sabe ExbB y ExbD son necesarias para que ocurra el transporte TonB
dependiente y que las proteina ExbB y ExbD contribuyen a la estabilidad de la
proteina TonB. TonB esta involucrada en la actividad d‘e las colicinas del grupo
B: colicinas D, H, la, Ib, M, 5 y 10 las cuales ingresan por un transpoiie
dependiente de TonB. La mayoria de estas colicinas incluyen una secuencia
TonB box, al igual que los transportadores dependientes de TonB. Solo la
colicina Js no requiere de la secuencia TonB box para ser importada, pero al
igual que las microcinas, es una proteina de bajo peso molecular, lo cual podria
explicar este fendmeno (Smajs y Weinstock, 2001; Cascales y cols., 2007). La
MccE492 requiere de TonB a lo menos en los pasos siguientes a la captura
mediada por los receptores. Esto se concluyé de la observacion de los
siguientes experimentos:

1.- Esferoplastos de bacterias sensibles a la MccE492, los cuales no tienen o5

receptores para la actividad bactericida, son sensibles a ia MccE492.
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2 - esferoplastos de bacterias que carecen del gen que codifica para TonB, son
resistentes a la actividad bactericida de la MccE492 (Lagos y cols., 2001). Esto
indica que TonB podria ser necesaria en la formacién de los canales idnicos,
como parte del canal, 6 contribuyendo a la insercion de la MccE492 a la
membrana citoplasmatica.

Mediante mutagénesis compensatoria, se determind que el residuo S16
de TonB es importante para la interaccion con ExbB (Larsen y cols., 2007). En
nuestro laboratorio, mediante mutagénesis al azar se obtuvo la mutanie TonB
S16L y se demostrd que este cambio aumenta significativamente la resistencia
a la accién bactericida de la MccE492, indicando que el complejo TonB-ExbBD
no es funcional. Ademas se describié una posible inter)accién entre la protelna
de la inmunidad MceB y TonB la cual requiere del residuo $16 (Baeza, 2003),
estos antecedentes indican que el residuc S16 de TonB es esencial para las

interacciones de esta proteina con otras, como ExbB 6 MceB.

1.3.3. Formacion de poros.
ia actividad formadora de poros de la MccE492 ha sido demostrada
utilizando variados modelos. En modelos in vitro de bicapas lipidicas la

MccE492 aumenta la conductividad de cationes y forma canales de iones

(Lagos y cols., 1993). En experimentos in vivo se determiné que la MccE492 es
capaz de permitir el ingreso de ONPG (o-nitrofencl B-D- galactopiranosido) sin
producir la lisis fotal de la bacteria (Destoumieux-Garzon y cols., 2003).

También in vivo la MccE492 produce una pérdida del potencial de membrana, lo
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cual produce la muerte de la bacteria {(de Lorenzo y Pugsley, 1985). Este
mecanismo de toxicidad ha sido descrito para numerosas bacteriocinas, las
cuales actlian por diferentes vias, sin poseer estructuras proteicas conservadas,
siendo el denominador comtin sus propiedades altamente hidrofobicas (Panchal
y cols., 2002). Otro factor que es importante para la actividad de la MccE492 es
el complejo de proteinas ManYZ, que corresponden a los componentes de la
membrana interna de la manosa permeasa (Bieler y cols., 2008). La proteina
manosa permeasa es la encargada de acoplar el transporte del azlcar manosa
eon su fosforilacion (Erni y cols., 1989). A partir de una coleccion de mutantes
obtenidas mediante fransposiciéon, se evaluaron mutantes resistentes a la
MccE492 expresada en ausencia de la inmunidad. El ol de estas proteinas en
la actividad bactericida de la MccE492 no ha sido definido aln, pero se piensa
fjie podrian participar en la adquisicion de la estructura activa necesaria para
que la MccE492 se inserte en la membrana, o bien como parte de la estructura

toxica, es decir que participen en ia formacién del poro (Bieler y cols., 2006).

1.3.4. Formacion de fibras amiloides.

Una caracteristica interesante de la MccE492 es su capacidad de formar
fibras amiloides. Estas son una estructura molecular formada por multiples
subunidades de MccE492, que adquieren una estructura caracteristica y
propiedades diferentes. Durante la formacion de la fibra amiloide se observa

que el contenido de estructura secundaria de la MccE492 cambia. La forma

soluble de la MccE492 posee mayoritariamente estructura o-hélice, pero
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cuando comienza a agregarse el contenidc de hoja beta aumenia
significativamente, al igual de lo que sucede con otras proteinas que forman
fibra amiloide (Baxa y cols., 2007). Las fibras de MccE492 se han caracterizade
por su interaccién con colorantes especificos para las fibras amiloides, como
tioflavina T y rojo Congo (Bieler y cols., 2005). Las fibras de MccE492 se forman
a pH 7,0 in vitro, pero también se ha reportado que estas fibra se forman en el
sobrenadante de un cullivo liquido en fase estacionaria de la bacteria
productora, fase en la cual la MccE492 pierde su actividad bactericida (Bieler y
cols.,, 2005). Las fibras amiloides de la MccE492 carecen de actividad
bactericida, probablemente por su incapacidad de interactuar con el receptor de
membrana externa. Es dificil diferenciar si la formacion de fibras amiloides in
vivo es la causa de la pérdida de la actividad bactericida durante la fase
gstacionaria de crecimiento bacteriane, o bien, si la acumulacion de MccE492
no modificada en el medio extracelular, la cual se agrega con més facilidad y no
posee actividad bactericida y que frae como consecuencia la formacion def

amiloide.

1.4. Actividad antitumoral de Ia MccE492.

En nuestro laboratorio se demostrd que in vitro la MccE492 poses
actividad citotoxica sobre células en cultivo de origen maligno (Hetz y cols.,
2002) (Figura 2). El analisis del efecto citot6xico sobre distintos tipos de células
(Hela, Jurkat, RJ 2.2.5) mostré que esta actividad es especifica para algunos

tipos de células tumorales, sin producir efectos en cultivos primarios de células
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MccE492

Célula tumoral

INDUCCION DE APOPTOSIS

Activacion de caspasas
Activacion de DNAsas
Disfuncién mitocondrial
Liberacién de Citocromo C

Figura 2: Actividad de la microcina E492 sobre células tumorales.

La figura muestra un esquema del mecanismo de accion de la microcina E492 sobre
células tumorales. La microcina E92 induce la liberacion de calcio desde los
reservorios internos, la activacién de capasas, activacion de DNAsas, disfuncion
mitocondrial y liberacion de citocromo C, eventos presentes en la apoptosis.
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normales (AMG-3). En células Hela se describié que a bajas concentraciones
la MccE492 induce apoptosis, en tanto que a altas concentraciones se produce
necrosis. A bajas concentraciones {condicién apoptética), la MccE492 produce
liberacion de calcio de los reservorios intraceluiares, activacién de caspasas y
degradacion de DNA cromosomal (Figura 2) (Hezt y cols, 2002). Por otro lado,
se demostré que las fibras amiloides de MccE492 son mas téxicas para las
células tumorales que la MccE492 soluble o que es protofibrilar (Estrada, 2005).
Se demostré que la microcina es capaz de producir disminucion del volumen y
masa tumoral in vivo en un modelo de tumor de melanoma murino (Estrada,
2005), v que la microcina se localiza en los tumores. Adicionalmente, el
tratamiento produjo una disminucién de la angiogéﬁesis. sin infiltracion de
macréfagos, lo cual indicaria que el efecto observado no es debido a la accién

del sistema inmune.

La determinacién de cuales son los aminoacidos esenciales para su
actividad bactericida ayudara a comprender el mecanismo de accion de ta
MccE492 y serviria para el disefio de moléculas en una aplicacién coma
antimicrobiano. Por otro lado, la MccE492 posee propiedades antitumorales, lo
cual hace importante el estudio de esta caracteristica, de manera de evaluar su

aplicacion como anticancerigeno.

Objetivo general
£l objetivo general de este trabajo es determinar cuales aminoacidos son

esenciales o importantes para la actividad bactericida y asociarios con alguna
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funcion dentro del mecanismo \de accion. Adicionalmente, caracterizar la accion
citotéxica en células tumorales.

Este objetivo se abordara desde un punto de vista genético, por
mutagénesis al azar y posterior caracterizacién de mutantes que afecten los
distintos pasos involucrados en la actividad bactericida de la MccE492.

£l efecto de la MccE492 sobre células tumorales sera abordado
utilizando modelos de tumores in vivo:

a) Melanoma murino B16.

b) Carcinoma de colon humano HT28.

Estos modelos se evaluaran primero in vitro en cultivos celuiares y
posteriormente in vivo mediante la administracion i{ntratumoral y oral de la

MccE492.
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2. Materiales y Métodos

2.1 Reactivos quimicos.

£] anticuerpo anti-conejo conjugado con peroxidasa y el reactivo para
deteccion por luminisencia ECL Plus, se obtuvieron de Amersham Biosciences,
New Jersey, USA.

Metionina °S y el liquido de centelleo se obtuvo de Perkin-Elmer,
Waltham, MA, USA.

Ketamina (anestésico) se compré en Bums Veterinary Supply, Inc,
UTMB, TX, USA.

Medio de cultivo celular RPMI 1640 con rojo: fenol, medio de cultivo
celular RPMI 1640 sin rojo fenol y medio de cultivo celular Mc Coy's se
adquirieron en Cellgro, Manassas, VA, USA.

De Merck, (Darmastadt, Alemania) se obtuvo el azul de bromofenol,
cloroformo, alcohol isoamilico, isopropanol, etanol, metanol, carbonato de sodio,
cloruro de calcio, acetonitrilo.

El Suero fetal bovino (Fetalplex) se compro en Gemini bio-products, West
Sacramento, CA, USA.

La penicilina-estreptomicina, Tryple express (trypsin-iike), se obtuvieron
de Invitrogen Life Technologies (California, USA).

De Winkler limitada (Santiago, Chile) se obtuvo cloruro de sodio, agar,
cloruro de magnesio hexahidratado, tris, glicina, glicerol, EDTA, fenol, fosfato

4cido de sodio, B-mercaptoetanoal, citrato de sodio, marcador de proteina

17




pretefiido, agarosa, acetato de amonio, sacarosa, TEMED, acrilamida,
marcador DNA escala 1 kb.

El solubilizador de tejidos se obtuvo de Fisher Scientific, Pitisburgh, PA,
USA.

De TCL (Santiago, Chile) se obtuvo reactivos de grado técnico: acido
‘acético, etanol, metanol, acetona, acido clorhidrico.

De DIFCO Laboratorios (Detroit, Michigan, USA) se obtuvo triptona,
extracto de levadura y casaminoacidos.

CellTiter26 Aqueocus y Citotox96 se adquirieron en Promega (Madison,
USA).

Las sales M9, xilazina (anestésico), bisacrilamidla, SDS, fosfato di-acido
de potasio, azul brillante de coomasie, glucosa, Tween 20, Tricina, acido tri-
fluoroacético, rojo Congo, tioflavina T, PIPES se adguirieron en Sigma-Aldrich
(St. Louis, Mo, USA).

Las columnas Sep-Pak C18 y la resina C18 silica gel se compraron en

Waters.

2.2. Cepas bacterianas y plasmidos.

Las cepas de bacterias y plasmidos utilizados en este estudio estan

descritas en las Tablas 1 y 2 respectivamente.
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Tabla 1: Cepas de E. coli utilizadas en este estudio.

Cepas Genotipo Fuente/
Referencia

BL21 F ompT hsd Novagen

BL21(DE3) BL21 MDE3) Novagen
X8605 F.irpR A(lac)U169, sfrpA A(tfonBlacP) Guarente y
Beckwith.,

1978

VCS257 DP50, supF[supE44, supF58, hsd53(rsmpg), Stratagene

dapD8, lacY1, ginV44 A(gal-uviB)47,
tyrT58, gyrA29, tonA53A(thyA57)]
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Tabla 2: Plasmidos utilizados en este estudio.

Plasmido Genoiipoffenotipo Fuente/Referencia
pJAM434  Plasmido que contiene los genes para la produccién Wilkens y cols,,
de MccE492 activa. Derivado de pJ construido en el 1897
cosmidio pHC79 empleando el DNA cromosomal de
K. pneumoniae RYC492 digerido con Sau3A. Amp’.
pJAM229 Plasmido derivado de pJ. Posee el fragmento intermo  Wilkens y cois.,
Xhol invertido respecto a pJAM434. Produce 1997
MccE492 activa. Amp'.
pJEM15 Derivado de pJAM229. Posee doble copia del en Wilkens y cols.,
mcef. Sobreproductor de MccE492. Amp'. 1997
np108 Derivado de pJAM434 Tn5::mceG. Lagos y cols.,
2001
np220 Derivado de pJAM434 Tnb::mceA. Lagos y cols.,
2001
pBA Genes mceBA clonados en el vector pACYC184. Strahsburgery
cols., 2004
T7pBA Genes mceBA bajo el control del promotor T7 Este trabajo
clonados en pACYC184.
pBA Q8H pACYC184mceBA microcina mutante Q8H. Este trabajo
T7pBAQ8BH  pACYC184mceBA microcina mutante Q8H bajo el Este trabajo
control del promotor T7.
pIM91i pSU2718 fonB. Traub y cols.,
1993
piMO1A43- tonB A43-239, Tello, M.
239
piM91S16L fonB S16L. Baeza, 2003
pl157 Fragmento de 0,3 kb Nde/-EcoR! (mceB) desde Lagosy cols.,
pBSC47 en pT7-7. 1999
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2.3. Lineas celulares y cultivos primarios.

Se utilizaron las siguientes lineas celulares: B16 (melanoma muring),
MC38 (adenocarcinoma colon rectal murino), N2A (linea neuronal humana),
HT29 (carcinoma de colon humano, ATCC HTB-38), HCT116 (carcinoma de
colon humano, ATCC CCL-247) donadas por Dr. Claudio Soto, University of
Texas Medical Branch, TX, USA. Cultivos primarios de linfocitos v
monocitos/macrofagos de ratdn se generaron siguiendo protocolos estandares

(Esfrada, 2005).

2.4. Animales.

Ratones C57BL/6 y “nude” se obtuvieron de Harlan Sprague Dawley. Los
animales eran de aproximadamenie dos meses de edad cuando se comenzaron
los experimentos y se mantuvieron con un régimen estandar de alimentacion
ad-libitum y ciclos luz/oscuridad. Los animales “nude” se mantuvieron en
condiciones de esterilidad, al igual que los alimentos y agua administrada en el

bioterio.

2.5. Medios de cuifivo.

Caldo Luria: Bactotriptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/l, NaCl 10 g/L,
NaGH 3,5 mM. Se utilizé para el crecimiento de las cepas de E. coli.
Medio SOB: Bactotriptona 20 g/L, extracto de levadura 5 g/L, NaCl 0,5 g/t., KCt

2,5 mM. Se ajustd el pH a 7,0 con NaOH 5N.
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Medio SOC: Al medio SOB estéril se la afiadié glucosa a una concentracion
final de 0,02%. La solucién de glucosa se prepard y esterilizé mediante
filtracion, utilizando filiros de 0,2 pm.
Medio minimo (M9): Na;HPO,4 6g/L, KH,PO4 3g/L, NaCl 0,5 g/L, NH4CI 1 g/L.
Se suplementé con CaCly 0,1mM; MgS0O,; 2 mM, citrato de sodio 0,2% p/v,
tiamina 1tmg/mL, casaminoacidos 1mg/mL, y como fuente de carbono glucosa
0,2% piv.
Placas de agar LB: Se prepararon las placas utilizando el medio caldo Luria ¥
1,5% de agar.
Placas con células indicadoras: Sobre placas de agar LB se depositaron 3 mL
de agar LB al 0,7% en el cual se incluy6 300 ul de unlcultivo bacteriano (cepa
indicadora) crecido toda la noche.

tas células bacterianas se crecieron en placas o en medio liquido

suplementado con antibidticos, cuya concentracion final es la siguiente:

ampicilina 100 pg/mlL y cloramfenicol 50 pg/mL.

2.6. Técnicas moleculares.

Todas las operaciones no detalladas (subclonamientos, PCR, aislamiento
de DNA, preparacion de células electrocompetentes, transformacion,
electroporacién, etc.) se realizaron utilizando métodos estandarizados
{Sambrook y cols., 1989).

Para las reacciones de PCR se utilizaron los partidores que se muesiran

en la Tabla 3.




A

Tabla 3: Partidores utilizados en este estudio.

Partidor Secuencia (5°'=>3")
AB carboxi ATTAGGATCCTTTAACTACCCACTACCGGAACTGGA
RL1 CGGATAAAACATATGACATTACTTTCATTTGG
RL3 GAAATTTTCAGGCAGAATTCTGGTGCAGTTGCA
proT7 TAATACGACTCACTATAGGG
M13F CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG
MP18 AGCGGATAACAATTTCACACAGGAT
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2.7. Aislamiento y puriﬁcacién de MccE492.

2.7.1. Purificacion de microcina mediante cromatografia en fase reversa.

{ a forma activa de la MccE492 se extrajo desde el sobrenadante de la
gepa de Escherichia coli VCS257pJEM15 o BL21pJEM15, crecida en medio
minimo M9 (Miller, 1972) suplementado con citrato y glucosa al 2% pfv
(Orellana y Lagos, 1996). El sobrenadante obtenido por centrifugacion (a 8000
tpm por 30 min en un rotor GSA) de 1 L de cultivo inoculado a una dilucién de
1/10000 y crecido durante 20 h se filtr6 a través de un? columna Sep-Pack C18
(Waters). La columna se lavdé con 5 mL de metanoll 60% y ACN 35% vy ia

microcina se eluyd con 3 mL de ACN al 50%. La' microcina obtenida ef

acetonitrilo es estable y mantiene su actividad por meses.

2.7.2. Aislamiento y purificacion de MccE492 en “batch”.

Para {a obtencién de grandes cantidades de MccE492 se adaptd el
meétodo antes mencionado a un sistema de purificacion en “batch” a partir de 5
litros de cultivo bacteriano. Las bacterias productoras de MccE492, silvestre o
mutantes, se cultivaron en forma similar a lo descrito en Materiales y Métodos
2.7.1. El sobrenadante se incubd por 30 min con la resina C18, previamente
activada en ACN al 100% durante toda la noche. E! scbrenadante se descarté
por filtracidén y la microcina unida a la resina se retuvo en un embudo Biichner

con un papel filtro. La resina se lavd con 100 mL de metanol al 60% y 100 mi
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de ACN al 25%. La microcina se eluyd utilizando 50 mL de soluciones de ACN

entre las concentraciones de 30% y 100% viv.

2.7.3. Cuantificacion de la MccE492.

{a microcina obtenida a partir de las purificaciones se cuantificd
mediante el kit Micro BCA protein assay (Pierce), seglin las recomendaciones

del fabricante.

2.8. Geles de poliacrilamida SDS (PAGE-SDS).

Los geles se prepararon con tres fases: separadora, espaciadora y
concentradora. El gel separador consistid en 16,5% de acrilamida (3%
entrecruzamiento), Tris-HCI 1 M pH 8,5, SDS 0,1%‘y glicerol 10%. El gel
espaciador consistio en 10% de acrilamida (3% entrecruzamiento), Tris-HCI 1 M
pH 8,5, SDS 0,1%. El gel concenirador contenia 3% acrilamida (3%
entrecruzamiento), Tris-HCl 1 M pH 8,5, SDS 0,1%. A cada solucién se les
agregd persulfato de amonio y 2,2 mM de TEMED. Se utilizaron las siguientes
soluciones de corrida: para el catodo, Tris-HCI 0,1 M pH8,5, Tricina 0,1 M y
SDS 0,1%; para el dnodo Tris-HCI 0,2 M pH 8,9. El acetonitrilo de las muestras
se evaporo mediante un concentrador CentriVap (Labconco}, y luego se agregé
amortiguador de carga 4X (glicerol al 40%, Tris-HCI 50 mM pH 7,6, SDS 10 %,

f-mercaptoetanol 20%, azul de bromofeno! 0,04% (p/v)). La mezcla se calentd
en un termoblock a 95°C durante 3 min y las proteinas se separaron mediante

SDS-PAGE.
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2.9. Western blot.

Las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa duranie 1
h a 100 V y -20°C empleando amortiguador de transferencia (Tris-HCI 25 mM,
glicina 190 mM, metanol 20% v/v) previamente enfriado. La membrana se
blogued con leche descremada (Svelty) al 5% en TS-Tween (Tris-HCl 50 mM
pH 7.5, NaCl 150 mM, Tween-20 0,1%) durante 1 h a temperatura ambiente,
luego la membrana se incubé durante 2 h con una dilucién 1:1000 de anticuerpo
primario policlonal de conejo preparado conira el fragmento C-teminal de la
MccE492 (SGSGYNSATSSSGSGS). Posteriormente la membrana se lavé con
amortiguador TS-Tween y se incubd durante 2 h con anticuerpo de cabra anti-
lgG de conejo conjugado a fosfatasa alcalina o perc;xidasa en una dilucién
1:20000. Finalmente la membrana se revel6 colocando la membrana en 10 mL
de amortiguador para fosfatasa alcalina (Tris-HCI 100 mM pH 9,5; NaCl 100
mM; MgCl. 5 mM), y se adicion6 33 uL de BCIP (0,5 g del reactivo disuelto en
16 mL de dimetilformamida 100%) y 66 pL de NBT (0,5 g del reactivo disuelto

en 10 mL de dimetilformamida 70%), o por electroguimioluminiscencia.

2.10. Electroquimioluminiscencia (ECL).

La membrana se reveld en 10 mL de Tris-HCI 100 mM pH 8,5, con 50 uL
de luminol 250 mM (preparado en DMSO al 100 %) y 22 pL de acido -
cumarico 90 mM (preparado en DMSO al 100 %). La reaccién de

quimioluminiscencia se inicié agregando 3 plL de peréxido de hidrégeno 30%.
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La membrana se expuso entre 5 s y 2 min, dependiendo de la intensidad de la

sefial obtenida.

2.11. Ensayo de la actividad bactericida de las muestras de MccE492.

2.11.1. Ensayo de la viabilidad en cultivos liquidos.

Cada vez que se ensayd la actividad bactericida de la microcina en
cultivo liquido, el acetonitrilo se evapor6 y la muestra se resuspendidé en el
mismo volumen de agua o. amortiguador carrespondiente. Alicuotas de 100 pL
de la muestra de MccE492 se mezclaron con 100 uL de un cultivo de la cepa a
probar (Aseo~0,6) ¥y se incubaron a 37°C por 30 min. Diluciones seriadas de esta

mezcla se sembraron sobre agar-LB y el niimero de cléiulas sobrevivientes se
determiné mediante el conteo de las unidades formadoras de colonias (UFC)
utilizando el método de la microgota (10 pL). El porcentaje de células viables se
determind con respecto al control que corresponde a las células sin tratamiento.

Como cepa indicadora sensible a la actividad bactericida se utilizé E. coli

BL21(DE3)p11a2.

2.11.2. Ensayo de la actividad bactericida sobre césped bacteriano.
Alicuotas de 5 ul de diluciones seriadas de la muestra de MccE492 se

depositaron sobre un césped de E.coli BL21(DE3)p11a2, que se incubd por 12

h a 37°C. La actividad bactericida se visualizé como un halo de inhibicién de

crecimiento y se expres6 en unidades arbitrarias por mL (AU/mL) de acuedo a
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la dltima dilucion en que se observd halo de inhibicion (Mayr-Harting y cols.,

1972).

2.12. Mutagénesis in vitro del gen mceA.

La mutagénesis se realiz6 de acuerdo a lo descrito por Miller (1992). El
plasmido pBA (que porta los genes mceBA), se incubd durante 36 h a 37°C con
0,4 M hidroxilamina, 0,5 M fosfato de potasio, 5§ mM EDTA. Las muestras se
dializaron contra 2 L de 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA. pH 7,5 por 2 h a 4°C con
cambios de amortiguador cada 40 min. El DNA se precipité con etanol y se
utilizé para transformar mediante electroporacion ia cepa E. coli VCS257np220
(mutante por transposicién Tn5 en el gen mceA). Se seleccionaron los clones
que no presentaron actividad bactericida sobre un césped sensible a MccE492.
La ausencia de actividad bactericida se confirmé sembrando 5 pL de cultivo
bacteriano de cada clon sobre el césped indicador, seleccionando los clones
incapaces de formar halo de inhibicion de crecimiento. Se aislé el DNA
plasmidial y el gen mceA se secuencid utilizando los partidores RL1 y AB-

carboxi (Tabla 3).

2.13. Preparacion de esferoplastos.

Los esferoplastos se prepararon de acuerdo a fo descritc por Weiss
{1976). La cepa de interés se creci6 en 100 mL de medio M9 suplementado con
glicerol al 0,5% p/v hasta una Agyp ~0,5. Las células se colectaron por

centrifugacion, se lavaron 2 veces con 20 mL de 10 mM Tris-HCI, pH 8,0, y se
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resuspendieron en 20 mL de 100 mM Tris-HCI, 20% sacarosa, pH 8,0. Mientras
se mantenia una agitacién constante, se adicioné lentamente 2 mL de una
solucién de 0,1 M EDTA, pH 8,0, vy se incubd por 15 min. Posteriormente,
también lentamente se adiciond 1 mL de una solucién 2 mg/mL de lisozima y se
incubd por 15 min. En forma rutinaria la cantidad de esferoplastos se determind
por Ia disminucidon del titulo celular después de diluciones seriadas en agua

(solucion hipotdnica) versus la obtenida en presencia de sacarosa.

2.14. Ensayos de sensibilidad a MccE492 sobre esferoplastos.

Se incubaron durante 20 min alicuotas de 100 I’pL de esferoplastos con
100 ul. de muestra de MccE492 en la concentracién deseada y resuspendida
en el amortiguador Tris-HCI, 100 mM, 20% sacarosa, pH 8,0. Se sembraron
diluciones seriadas en el mismo amortiguador sobre placas agar-LB y el titulo
celular se determind mediante el conteo de UFC (unidades formadores de
colonias). El porcentaje de viabilidad de los esferoplastos se estimé respecto

del control sin tratamiento con MccE492.

2.15. Ensayo de inmunidad a la MccE492.

Alicuotas de 300 pl. de la cepa a analizar se mezclaron con 3 mL de
agar blando (0,7% p/v) que fue depositado sobre placas de agar-LB. Se
sembraron alicuotas de 5 plL de diluciones seriadas de MccE492 purificada
sobre este césped. Las células inmunes no presentaron la formacién de halos

de inhibicion.
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2.16. Formacion de canales iénicos in vitro.

Para los experimentos de formacidn de canales idnicos en bicapas
lipidicas se usé MccE492 purificada por el método de cromatografia de fase
reversa y eluida con ACN al 50%. El eluido activo se concentré en concentrador
CentriVap (Labconco) y se resuspendi6 en solucién amortiguadora MES 10 mM
pH 6,7.

Las membranas lipidicas se formaron con una mezcla de lipidos
palmitoiloleoilfosfatidil etanclamina (POPE) y fosfatidilcolina (PC), en una
relacién de 4:1 con una concentracion final de lipidos de 20 pg/mL en decano.
Las membranas se formaron pincelando la mezcla de lipidos en un pequefio

;
orificio (360 um) que separa dos camaras que contienen una solucién salina de
KCI 0,1M, MES-KOH 10 mM, pH 6,7-7,0. Una de las camaras que separa la
membrana (cis) fue conectado a una fuente de voltaje DC que permitia la
aplicacién de voltajes entre 0 a + 200 mV. La corriente que pasa a través de la
membrana como resultado del voltaje aplicado se midi6 mediante un
transductor corriente-voltaje conectado al otro compartimiento (frans), que
estaba a fierra virtual. La corriente fue monitoreada simultaneamente en un
registrador de papel, en un osciloscopio y grabada en una cinta de video. Se
trabajo con membranas que presentaban una capacidad de 100pF y que eran
estables durante al menos 10 min. La MccE492 se aplicéd pincelando los lipidos

en el lado cis, obteniéndose la incorporacion de canales en un breve lapso de

tiempo (10 min como maximo).
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2.17. Ensayo de agregacion de la MccE492 in vitro.

2. 17.1. Preparacion de las muestras de NMccE492.

Las muesiras purificadas de MccE492 se concentraron mediante
concentrador CentriVap (Labconco), posteriormente y con el fin de disolver
agregados preformados, se suspendieron en NaOH 10 mM pH 12 y se
incubaron a 37°C por 15 min. Las muestras se centrifugaron a 16000 x g por 30
min a 4°C. Las muestras de MccE492 utilizadas en los ensayos de inoculacion
de raiones “nude” se concentraron mediante liofilizacién, para esto, las
elusiones obtenidas en las purificaciones de MccE492 :se congelaron en ACN al
50% y se concentraron en un liofilizador (Labconco), durante 24 h. Se
determind la concentracién de proteinas en el sobrenadanie de las muestras
tratadas mediante el kit Micro BCA protein assay (Pierce). Las muestras se
diluyeron en amortiguador de agregacién (10 mM PIPES-NaOH, pH 6,5, 0,5 M
NaCl) a una concentracién de 400-200 pg/ml y se incubaron con agitacién a

37°C durante 15 h.
2.17.2. Deteccién de la formacion de agregados amiloides.

2.17.2.1. Espectro de absorcién de rojo Congo (RC).

La muestras de MccE492 previamente agregadas se incubaron con 11
uM de RC por 15 min a 37°C y luego se determiné el espectro de absorbancia
entre 400 y 700 nm en un espectrofotémetro con arreglo de diodos 8452A (HP).

El espectro de RC unido se obtuvo restando el espectro de la MccE492 del

————;———‘
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espectro de la MccE492 unida a RC. El espectro de RC libre se obtuvo restando
el espectro del amortiguador utilizado del especiro de RC en el mismo
amortiguador. Para cuantificar las fibras amiloides, se utilizo el ensayo de RC y
se cuantificd el porcentaje de RC unido a las fibras, el procedimiento utilizado
se describe a continuacién. Posterior a la unidén de RC a las fibras, las muestras
se centrifugaron por 30 min a 14000 rpm. Se determind la absorbancia del
sobrenadante a 480 nm, el porcentaje de RC unido se obtuvo respecto a la
absorbancia del RC en amortiguador (100% RC libre). Las cinéticas de
agregacion en presencia de semillas preformadas (ensayo de “seeding”) se
detectaron mediante la union de rojo Congo. Las semillas utilizadas se
obtuvieron de muestras preagregadas por 48 h y sonicédas durante 10 s a una
intensidad de 3.5 watts (Sonicator 3000, Micromix). Ei porcentaje final de

semillas incorporadas al ensayo fue del 5 %.

2.17.2.2. Deteccion de fibras amiloides por emisién de tioflavina T.

Las muestras de 100 plL. de MccE492 a una concentracion de 400-200
pg/mt. agregadas segtn el procedimiento en 2.17.1 se sonicaron {5 ciclos deun
pulso de 30 s seguidos por una pausa de 1 min) y posteriormente se diluyeron a
la mitad con glicina 100 mM pH 9,5. Se agregé tioflavina T (ThT) a una
concentracion final de 5 uM y se incub6 a temperatura ambiente por 5 min. Se
utilizb6 como longitud de onda de excitacién 430 nm y se registrd la emisién

entre 440 y 700 nm.
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2.18. Cultivo celular y ensayos de citotoxicidad de la MccE492.

2.18.1. Ensayos de citotoxicidad in vitro.

Las lineas celulares B16, N2A, macréfagos y cultivos primarios se
cultivaron en RPMI 1640 suplementado con 10% de suero feta! bovino. Las
lineas celulares HT29 y HCT116 se cultivaron en medioc Mc Coy's
suplementado al 10% con suero fetal bovino. Para los experimentos de
toxicidad, las células B16, HT29 y HCT116 se sembraron en placas de 96
pocillos a una concentracion de 100.000 células por mL. Habitualmente se usé
50 pM de MccE492 o a la concentracién indicada. La solucion con MccE492 se
incubé previamente a la luz UV por 10 min, se diluyd en medio de cultivo y

posteriormente se agrego a las células.

2.18.2. Ensayos de proliferacion celular.

Se determiné la citotoxicidad utilizando el kit de proliferacion celular
CellTiter96 AQueous (Promega). Luego de la incubacion de las células en
cultivo con la MccE492, se agregaron 20 plL del reactivo MTS a cada pocillo.
Después de 3 h de incubacion a 37°C, las células vivas metabolizan el MTS al
compuesto coloreado formazan. La viabilidad celular es directamente

proporcional a la absorbancia del formazan a 490 nm.

2.18.3. Determinacion de la muerte celular.

£1 ensayo consistid en la medicién de la actividad de la enzima lactato

deshidrogenasa (LDH) en el sobrenadante utilizando el kit de LDH Citotox96
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{Promega). Después del tratamiento de la célula en cultivo con ia MccE492 Ia
placa se centrifugé a 1500 rpm por 5 min. Se transfirieron 50 pbl. de cada
sobrenadante a una nueva placa de 96 pocillos, a la cual se agregan 50 pl. de
substrato, y se incubé por 30 min a temperatura ambiente. La actividad de la

enzima LDH es directamente proporcional a la absorbancia a 490 nm.
2.19. Ensayos de citotoxicidad de MccE492 en tumores in vivo.

2.19.1. Generacion de tumores subcutaneos en ratones C57/BL/6.

Se crecieron células de melanoma B16 en RPMI 1640 10% suero fetal
de bovino hasta 50% de confluencia. Posteriormente las células se trataron con
tripsina, se lavaron con medic de cultivo y se pasaron1 a través de un colador
{strainer) para descartar {os agregados ‘celulares. La concentracién se ajusi6 a
1x10° células/mL. Los ratones C57BL/6 se inyectaron subcutaneamente en el
abdomen con 100.000 células B16 utilizando una jeringa de insulina con aguja
de 2774-G. Alrededor de 10 dias después se comenzé a observar Ia aparicién

de un tumor visible.

2.19.2. Generacién de tumores subcutineos en ratones “nude”.

Este procedimiento se realizd en forma similar a.lo descrito en métodos
2.19.1, con las modificaciones que se mencionan a continuacion. Las células
HT28 se crecieron en medio Mc Coy’s suplementado al 10% con suero fetal
bovino y se colectaron en forma similar a lo descrito anteriormente. La

concentracion final se ajusté a 1x107 células por mL y se inyectaron 1x10°
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células en el abdomen del animal previamente anestesiado. El tratamiento, que
se describe a continuacién, comenz6 a la semana de la inyeccion de las células

o al dia siguiente dependiendo del experimento.

2.19.3. Inyeccion intratumoral de MccE492.

La MccE492 se inyectd directamente en el tumor a través de inyecciones
subcutaneas en el borde del mismo utilizando una jeringa de tuberculina con
una aguja de 27'/,G. Las inyecciones se realizaron dia por medio en un total de
21 dias (modelo de melanoma murino), o todos los dias por un total de 35 dias
(modelo de carcinoma de colon humano). Como control se utilizé una
purificaciébn de sobrenadante de bacterias que . contienen todos los
determinantes genéticos para la expresién de la MccE492, pero que posee una
mutacion en el meeG, y por tanto no exporta la MccE492 al medio extracelular

(E. coli BL21np108).

2.19.4. Administracion oral de MccE492.

Para este procedimiento se utilizé MccE492 agregada seguin el protocoio
de formacién de fibras amiloides (Materiales y Métodos 2.17). Se administré
directamente en el estdmago de los ratones a través de una sonda de
alimentacién para roedores pequefios. La administracién se realizé dia por
medio por un total de 21 dias (modelo melanoma murino), ¢ bien cada dia por
un total de 35 dias (modelo carcinoma de colon humano). Como control se

utilizé una preparacion a partir de sobrenadantes de la cepa E. cofi BL21np108.
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2.19.5. Medicion del tamario y peso del tumor.

El tamafio del tumor se registré dia por medio, o cada dia segun el caso,
midiendo los didmetros externos. Se extrapol6 el volumen siguiendo la férmula
del elipsoide (0.52 x ancho x largo x alto). Al final del tratamiento los animales
se sacrificaron mediante exposicion a CO; o bien dislocacién cervical. Luego los

tumores se extrajeron y la masa tumoral se determiné en una balanza analitica.

2.19.6. Determinacion de parametros de toxicidad.

La pérdida de peso en los animales que estan "'bajo tratamiento con una
droga es un indicador de toxicidad. Para observar varia;.ciones importantes en el
peso de los animales, los animales se pesaron durante el tratamiento con
MccE492. Una vez sacrificados los ratones “nude”, tratados oralmente con
MccE492, se evaluaron efectos macroscépicos de toxicidad, tales como color,

masa y volumen de los 6érganos vitales rifién, higado, pulmén y bazo.
2.20. Ensayo preliminares de biodisponibilidad.

2.20.1. Obtencion de [*°S] microcina E492.

Un cultivos de 5 L de E. coli BL21pJEM15 se crecié durante 20 h en
medio M9 suplementado con CaCl, 0,1mM, MgSO4 2 mM, citrato de sodio 0,2%
p/v, tiamina 1mg/mL, y como fuente de carbono giucosa 0,2% p/v, una mezcla
de aminoécidos sin metionina y 3 uCi de metionina-[*>S]. El sobrenadante se
purificé en “batch”, y se concentré en liofilizador (Labconco) por 24 h. Se

determiné la concentracion de proteina utilizando el kit Micro BCA (Pierce). Las
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dpm (desintegraciones por minuto: 1mCi = 2,2 x10° dpm) se midieron en un

detector de centelleo para particulas beta LS1701 (Beckman).

2.20.2. Ensayo de biodisponibilidad y biodistribucion de la MccE492 en

ratones C57/BLJ/6.
Los animales se anestesiaron con 50 pL de uretano al 40% vy

posteriormente fueron inyectados con 4x10° dpm en 300 pk de MccE492
previamente agregada en la vena yugular. Los animales fueron sacrificados a 1,
5, 10, 60, 180, 360 y 720 min después de la inyecciéon y se extrajeron
inmediatamente sangre, corazén, bazo, higado, pulmén, rifién y cerebro. Para
cada tiempo se analizaron 3 o 4 ratones. El suero se obtuvo por centrifugacién
de 300 uL de sangre a 1600 x g por 10 min.

Los organos se pesaron y molieron en 3 mL de solubilizador de tejido
(Fisher Scientific), y se incubaron por 12 h a temperatura ambiental,
Posteriormente se agregaron 10 mL liquido de centelleo (Perkin-Elmer). La
radiactividad se midié en el contador de centelleo para particulas beta LS1701
(Beckman). Los calculos de concentracién de MccE492 inicial, tiempo medio de
distribucién, tiempo de vida media eliminacién, volumen de distribucién ¥
“clearence” total (Clt), se calcularon como se muestra a continuacion.

El volumen de distribucién es obtenido de:

Vd = Dosis / Cpg
donde Cpg corresponde a la concentracién maxima.

El “clearence” total es obtenido de:
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Chat = kel x Vd

donde kel corresponde a la consianie de eliminacion y se obtiene de la

pendiente de Ia curva del logaritmo de la concentracién de MccE492 en el suero
vs tiempo.
El tiempo medio de eliminacion se obtuvo de

ti2 = 0.693 x Vd / cl.

2.21. MALDI-TOF MS de muestras de MccE492.

Alicuotas de 100 pL de muestras de MccE492 en ACN, se utilizaron para

realizar ensayo de MALDI-TOF MS {Bruker Daltonics, Inc.), con una matriz de «
ciano-4-hidroxicinamato (10 mg/ml en ACN 0,1% &acido féormico 1:1 viv). Los
datos se obtuvieron en polaridad positiva y modo reflexiéon. La calibracion se
realizé con un estandar externo usando una mezcla de péptidos de entre 7 y

5000-20000 (Bruker Daltonis Inc).
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3. Resultados

3.1. Obtencion de mutantes puntuales de la MccE492.

Con el fin de determinar cuales aminoacidos son esenciales para la
actividad bactericida de la MccE492, el plasmidic pBA se sometié a
mutagénesis qufmica{ al azar con hidroxilamina, este plasmidio contiene los
genes que codifican para la MccE492 y su inmunidad. El DNA asi tratado se
utilizé para transformar la cepa de E. coli VCS257np220, la cual posee todos los
determinantes genéticos para la modificacion y exportacion de la MccE492,
pero que tiene un mutacion en el gen estructural de la MccE492. Se realiz6 una
bisqueda de mutantes en la actividad bactericida que }:arodujeran y exportaran
MccE492 inactiva. La primera etapa consisti6, por tanto, en seleccionar colonias
que son incapaces de formar halo de inhibicidén de crecimiento en un césped
con a cepa indicadora {Figura 3). Se seleccionaron colonias sin actividad
bactericida, las cuales se sometieron a un nuevo analisis, esta vez en cultivo
liquido. La actividad bactericida del sobrenadante de estos clones se probé
sobre césped de bacterias sensibles (resultado no mostrado). Se seleccionaron
10 clones que no poseian actividad bactericida. Se analizé la capacidad de
cada uno de estos clones de producir MccE492 inactiva, y para ello se

prepararon lisados tfotales de cultivos de cada clon y se sometieron a un

inmunoblot (Figura 4). El resultado de este experimento mostré que 4 de los
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Figura 3: Busqueda de mutantes en la actividad bactericida de la MccE492.

Las colonias obtenidas a partir de E. coli VCS257np220 transformada con pBA
mutagenizado con hidroxilamina fueron analizadas sobre un césped sensible (E. coli
BL21) a la MccE492. Se analizaron 20.000 colonias, y se obtuvieron 10 clones que no
formaron un halo de inhibicién de crecimiento. En el circulo blanco de la figura se

muestra una colonia sin actividad bactericida.
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Figura 4: Analisis por inmuncblot de las mutantes carentes de actividad
bactericida.

Lisados de cultivos liquidos de 10 clones mutantes sin actividad bactericida, se
sometieron a PAGE y se transfirieron a un filtro de nitrocelulosa desde donde se
detectd la presencia de !a microcina utilizando el sistema de fosfatasa alcalina, (ver
Materiales y Métodos). C: MccE492 purificada, carriles 1-10: extracto total de clones
analizados, enumerados de 1 a 10.
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clones seleccionados producian MccE492, por lo cual fueron elegidos para
continuar con su caracterizacion. El andlisis de la secuencia de pBA detecto
una diferencia en el gen de la MccE492 respecto a fa secuencia original
(pJAM229). Esta diferencia se encuentra en el predicho coddn 5 de la MccE492
y corresponde a un cambio de ATG (coddn para metionina) a GTG (coddn para
valina o codén alternativo de inicio de la traduccion). Dado que esta diferencia
se localiza en el N-terminal procesado durante la exportacion y que la actividad
bactericida no esta alterada, se decidi6 continuar con la seleccién de mutantes
realizadas en esta construccion.

Las mutantes obtenidas por la metodologia antes descrita se resumen en
la figura 5. Se obtuvieron 4 mutantes puntuales, doé de ellas (clon 1 y 4)
presentaron una mutacion en el motivo tipo doble glicina del péptido lider, vy se
denominaron PL-G18S y PL-G18D respectivamente. El clon 5 posee una
mutacion silente en el quinto codén del péptido lider. Esta mutacion consiste en
un cambio de GTG a GTA. Ambos codones codifican para valina, sin embargo,
el condén GTG también puede ser utilizado como codén de inicio alternativo de
la traduccion. El analisis de la secuencia de la MccE492 predice la presencia de
dos posibles sitios de inicio de la traduccion, uno ubicado en el primer codén y
un segundo sitio ubicado en el quinto codén. La ausencia de actividad en {a
mutante silente en el quinto codén permitid evaluar si este corresponde al
codon de inicio de la traduccion. Esta hipotesis ha sido investigada en la tesis
de pregrado de Mario Leiva, quien demostré que el inicio de Ia traduccién de fa

MccE492 se produce en en el predicho quinto codén.
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Procesamiento del péptido lider (PL) (clones 1y 4)
Microcina inactiva (clon 10)

4 $ 22 | 1 1
wit : -~REISQXDLNLAFGEGA|GE T | Wt :-GETDPNTQLLN
PL-G18S: ~-R E I SQXDLNLAFE{ AGE T— | QBH:--GETDPNTLLN

PLG18D: —R E I SQXDLNLATF| AGE T—

Inicio de la traduccién (clon 5)
1

wt : ATG GAG CTA AGA GTG AGA-
M E L R V R

V'5V: ATG GAG CTA AGA GTA AGA-
M E L R V R

Figura 5: Analisis de las secuencias de las mutantes en la MccE492.

Las mutantes 1 y 4 corresponden a PL-G18S y PL-G18 D, respectivamente y poseen
modificaciones en el motivo tipo doble giclina. El clon 5 corresponde a la mutantes PL-
V'5V, y el clon 10 corresponde a la mutante Q8H. Las secuencias fueron analizadas
en el programa vector 9.0.
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Finalmente, la (nica mutante obtenida con un cambio en un aminoacido en la
MccE492 madura fue ef clon 10 gque posee la mutacidbn Q8H y cuya

caracterizacion se presenta mas adelante.

3.2. Caracterizacién de las mutantes PL-G18S y PL-G18D.

Los cambios encontrados en las mutantes PL-G18S y PL-G18D
modifican el motivo glicina alanina de la MccE492 (equivalente al motivo doble
glicina) que se encuentra en los péptidos bactericidas exportados por sistema
secretores tipo . Para determinar que la ausencia de actividad bactericida en
estos mutantes se debe a que ia MccE492 producida no es exportada al medio
extracelular, se realizaron extractos proteicos a partir de las células y del
sobrenadante de culiivos de estas bacterias. La presencia de la MccE492 fue
analizada mediante inmunoblot (Figura 6). Debido a que ?as mutantes PL-G18S
y PL-G18D son incapaces de exportarse al medio extracelular, estan ausentes
en purificaciones a partir de sobrenadantes analizados (Figura 8).

Se comprobé que las sustituciones de glicina por serina o acido aspartico

en el motivo tipo doble glicina evita la exportacion de la proteina al medio

extracelular.
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Figura 6: Analisis del sobrenadante de cultivos productores de MccE492.

Los clones que no poseian actividad bactericida pero que presentan MccE492 en
extractos totales, se utilizaron para analizar la presencia de la microcina en el
sobrenadante. Se purific6 MccE492 desde el medio extracelular de cada clon y las
muestras se analizaron mediante inmunoblot, reveladas con fosfatas alcalina. Carril St:
Estandar de peso molecular. MccE492 purificada desde la cepa C: VCS257pJEM15,
carril 1: VCS257np220 pBA-Q8H, carril 2: VCS257np220 pBA-PL-G18S, carril 3:
VCS257np220 pBA-PL-G18D y carril 4. VCS257np220 pBA-PL-V'5V. La flecha indica
la banda correspondiente a la MccE492.
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3.3. Caracterizacion de la mutante de la MccE492 Q8H.

3.3.1. Purificacion de NMccE492 Q8H a partir del sobrenadante de la
bacteria productora.

Para comprobar si esta microcina se exporta, se purificé a partir de
sobrenadante de cultivo productor de la MccE492 mutante. La purificacion de la
MccE492 Q8H se sometid a inmunoblot para determinar la presencia de esta
proteina (Figura 6). El patron de migracion electroforética observado fue similar
a la McE492 silvestre, pero en muestras purificadas independientemente, se
observaron ademas bandas de tamaiios superiores. Estas purificaciones con
MccE492 Q8H de mayor peso molecular se analizaron en geles de
poliacrilamida al 10% y se determind que las bandas corresponden a

oligomeros de 5 y 10 subunidades de MccE492 (Figura 7).

3.3.2. Resistencia a proteasas y temperatura.

Se ha demostrado que la MccE492 forma fibras amiloide, las cuales son
resistentes a algunos tratamientos fisicos como la temperatura y sonicacion.

Los resuitados se analizaron mediante western blot de la electroforesis
de un gel SDS-PAGE 16% e indican que los oligdmeros obtenido en algunas
purificaciones de MccE492 Q8H son resistentes a estos tratamientos fisicos

(Figura 8).
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87kDa _—, P 112,5 kDa
58 kDa
43, 5kDa —»
-30 kDa
12,6 kba
-6,4kDa

Figura 7: Oligomerizacion de la MccE492 Q8H.
Algunas preparaciones de microcina Q8H purificada presentaron oligobmeros de
MccE492. El tamaiio de los cligémeros de microcina se analizé mediante electroforesis
SDS-PAGE en geles al 10% y sometidos a inmunoblot, el cual fue revelado mediante
fosfatasa alcalina. La MccE492 Q8H (50 pg/mL) se encuentra en forma de oligémeros
de 5 y 10 subunidades indicadas en las flechas.
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St - T T S S+T°

37,9 kDa ___
26,4 kDa

16,1 kDa —
9 kDa —

4,2kDa __

Figura 8: Resistencia de la MccE492 Q8H a altas temperaturas y sonicacion.

La MccE492 Q8H fue incubada a 100 °C por 10 min, o sonicada. Las preparaciones
después del tratamiento fueron analizadas mediante electroforesis SDS-PAGE en gel
al 16 % que posteriormente se sometié a inmuno blot y revelado con fosfatasa alcalina.
Carril -: MccE492 Q8H sin tratamiento, carril T°: microcina Q8H incubada por 10 min a
100 °C. Carril S: MccE492 Q8H sonicada. Carril S+T: MccE492 Q8H sonicada e
incubada 10 minutos a 100 °C.
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3.4. Construccion de los plasmidios T7pBA y T7pBA Q8H.

Con el proposito de obtener mayores cantidades de MccE492 Q8H, se
clond el DNA correspondiente a ia MccE492 Q8H y la MccE492 silvestre bajo el
control del promotor T7 de acuerdo al esquema de la figura 8 y como se
describe a continuacion. Mediante PCR y utilizando los partidores RL1 y AB
carboxi, se amplificaron los genes mceBA, los cuales codifican para la
inmunidad y la MccE492. Tanto este productc de PCR como vector el pT7-7
fueron digeridos con Ndel, y posteriormente ligados. Mediante PCR y utilizando
ios partidores proT7 y AB carboxi, se amplificaron los genes y el promotor T7.
Finalmente elb producto de PCR se ligd en el plasmido pACYC184 en el sitio
romo EcoRV. Los clones obtenidos se analizaron meidiante réplica de placa,
seleccionando aquellas colonias sensibles a tetraciclina, ya que el sitio EcoRV

interrumpe el gen que confiere la resistencia a este antibidtico (Figura 9).

3.4.1. Expresién de MccE492 bajo el promotor inducible T7.

Se crecieron cultivos de las bacterias E. coli BL21(DE3)np220
complementadas con la construccicnes T7pBA y T7pBA Q8H hasta alcanzar
una densidad éptica de 0,6 a 500 nm. La expresién de la RNA polimerasa de T7
en estos cultivos se indujo con IPTG a una concentracion final de 0,2 mM por 3
h a 37°C. Se prepararon exiractos iotales los cuales se analizaron mediante

inmunoblot (Figura 10).
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Digestion Ndel

ABcarboxi
i

MceBA

Seleccién por pérdida de
la resistencia a tetraciclina

158002)
~

MceBA

o meeBA
pT7-7
Taligasa | JproT7
Amplificacién por
PCR con ProT7 y |
ABcarboxi i
pT7 _— Mc;é—A '
Cm"
T4 ligasa PACYC184
Tet' \ EcoRV

Figura 9: Esquema para construcciones T7mceBA y T7TmceBAQS8H.
El gen que codifica para la microcina y su inmunidad fueron amplificado mediante PCR
con los partidores RL1 y AB carboxi. Posteriormente el producto de PCR se digirié con
la enzima de restriccion Ndel, con la cual también se cort6 el vector pT7-7. El producto
de estas digestiones se ligo y ese DNA se utilizé como templado para una reaccion de
PCR en la cual se utilizan los partidores proT7 y AB carboxi, obteniendo como
amplificado los genes mceBA bajo el control del promotor del fago T7. Este producto
de PCR se clon6 en el vector pACYC184 en el sitio EcoRV que se encuentra en el gen
que otorga resistencia a tetraciclina. Se seleccionaron los clones que perdieron la
resistencia a tetraciclina y que confieren inmunidad a la microcina y que confieren

inmunidad a la microcina.
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Mcc Q8H Mcc silvestre

( \ A \ St
Oligobmero de 5 subunidades &
de MccE492 — 37,9 kDa
= 26,4 kDa
= 16,1 kDa
Monémero MCCE492 i _ 9kDa
~— 4.2 kDa

Figura 10: Expresion de MccE492 desde las construcciones T7pBA yT7pBA Q8H.
Se prepararon lisados totales de la cepas de E. coli BL21(DE3) np220 T7pBA y
BL21(DE3) np220 T7pBA Q8H y se analizd la presencia de la microcina mediante
electroforesis SDS-PAGE en geles 16% y posterior inmunoblot.
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3.5. Determinacién de Ia actividad bactericida de la MccE492 Q8H sobre
bacterias sensibles.

Se realizaron ensayos de viabilidad sobre la cepa de E. cofi BL21 tratada
con MccE492 silvestre y Q8H durante 20 min con el fin de comparar los niveles
de actividad de ambas en bacterias sensibles, las que se plaquearon en LB
agar en diluciones seriadas para determinar en nimero de unidades formadoras
de colonias. Los resultados de estos experimentos se muestran en la figura 11.
Se confirma que la MccE492 Q8H no tiene actividad bactericida significativa
sobre bacterias E. cofi BL21(DE3), las cuales frente a la misma concentracion

de MccEA492 siivestre presentaron un 0,027% de sobrevida.

3

3.6. Determinacién de la actividad bactericida de la MccE492 Q8H sobre
esferoplastos.

Para establecer si la mutacién Q8H interfiere con el correcto
reconocimiento de la MccE492 a nivel de recepior de membrana externa de las
células sensible, se realizaron ensayos de viabilidad de la MccE492 sobre
esferoplastos, los cuales son bacterias que mediante un tratamiento con EDTA
y lisozima tienen permeabilizada la membrana externa. De esta forma, si la
mutacién Q8H solo interfiere con el paso de translocacion de la membrana
externa, las bacterias permeabilizadas seran sensibles a la accion de esta
microcina. En la figura 12 se observa que existe una actividad significativa de la
MccE492 Q8H sobre esferoplastos (7% de sobrevida), aunque los niveles de

actividad son menores que los observados a! utilizar microcina silvestre sobre
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Figura 11: Ensayo de la actividad bactericida de la MccE492 Q8H sobre E. coli
BL21(DE3).

3 mL de E. coli BL21 crecida en LB hasta una DOgq ~ 0,6, se centrifugaron y lavaron
con medio de cultivo y se resuspendieron en 1 mL. Se incubaron 100 pL de células por
20 min con 100 pL de MccE492 a una concentracion de 200 pg/mL. Se determiné el
nimero de unidades formadoras de colonias (UFC) por diluciones seriadas. Se
considera 100% el nimero de UFC obtenidas en la condicién control, en la cual las
bacterias son incubadas con amortiguador en vez de MccE492. Ensayo en triplicado
representativo de 3 experimentos independientes.
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Figura 12 : Ensayo de la actividad bactericida de la MccE492 Q8H sobre
esferoplastos de E. coli BL21(DE3).

Los esferoplastos se prepararon como esta descrito en Materiales y Métodos. 100 pL
de células se incubaron por 20 min con 100 uL de microcina a una concentracion final
de 200 pg/mL, suspendida en amortiguador Tris-HCI 100 mM, 20% sacarosa, pH 8,0 y
se determinaron las UFC. Se considera 100 % el numero de UFC obtenidas en la
condicion control, en la cual las bacterias son incubadas con amortiguador en vez de
microcina. Ensayo en triplicado representativo de 3 experimentos independientes.
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esferoplastos de E. coli BL21 (1% de sobrevida). Esto indica que la mutacién en

el aminoacido 8 de ia MccE492 afecta la traslocacion de la membrana externa

hacia el periplasma.

3.7. Co-produccion de MccE492 silvestre y Q8H.

Para determinar si existe interaccién in vivo entre la MccE492 silvestre y
mutante se realizaron experimentos de co-expresion. Para esto se
electrotransformé la cepa de E.coli VCS257pJEM15, la cual es una cepa
sobreproductora de MccE492 silvestre, con el plasmido pBAQ8H. Se analizé la
actividad bactericida en el sobrenadante del cultivo que co-expresa ambas
microcinas y se determindé que éste carece de actividad sobre césped de
bacterias sensibles {resultado no mostrado). Este resultado indica que la
MccE492 Q8H induce Ia inactivacion de la microcina silvestre cuando son co-
expresadas, posiblemente por la formacién de un oligbmero inactivo.
Adicionalmente, se purifico MccE492 desde el sobrenadante de la cepa que co-
expresa ambas microcinas, y mediante ensayos sobre césped sensible, se
determind que esta microcina purificada no posee actividad bactericida (Figura

13).

3.8. Co-incubacidn de MccE492 silvestre y Q8H.

Con el fin de determinar si la MccE492 silvestre es capaz interactuar in
vifro con la MccE482 Q8H se realizaron co-incubaciones de muesiras

purificadas de ambas microcinas en diferentes concentraciones y diferentes
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E. coli + pJEM15

T7pBA T7 pBAQ8H -

E. coli + pJEM15

B T7pBA  T7pBAQ8H -

Figura 13: Purificacion de MccE492 silvestre y Q8H co-expresadas en la misma
célula.

Se purific6 MccE492 a partir de células que coexpresan la MccE492 silvestre y
mutante. A: Actividad de las distintas preparaciones sobre un césped sensible de E.coli
BL21(DE3). B: inmunoblot de las siguientes preparaciones: E. coli VCS257
pJEM15T7pBA, E. coli VCS257 T7pBAQ8H, E. coli VCS257 pJEM15.
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tiempos de incubacion. La actividad se determind sobre un césped de bacteria
sensible. Los resultados de la Tabla 4 muesiran gue en las condiciones
utilizadas en este ensayo, la MccE492 Q8H es incapaz de inactivar a la
MccE492 silvestre, lo cual puede interpretarse que una vez que se forman los
agregados de la MccE492 Q8H, no hay intercambio de subunidades con la

MccE4892 silvestire.

3.9. Formacién de canales iénicos por la MccE492 Q8H.

Como parte de la caracterizacion de la mutante Q8H se quiso establecer
si esta mutante era capaz de formar canales ionicos en bicapas artificiales.
Muestras de MccE492 silvestre y Q8H concentradas en un concentrador
CentriVap (Labconco) se pincelaron sobre una membrana sintética. Se aplicoé
un potencial constante de +40 mV a la membrana y se observé fluciuaciones
discretas de corriente que se interpretaron como Ia incorporacion de canales
i6nicos a la bicapa lipidica. La figura 14 muestra el registro de un canal unico
medido por el aumento de la corriente que pasa a través de la membrana.

Se realizd un registro de canales de MccE492 Q8H en condiciones
simétricas de KCI 100 mM aplicando potenciales entre + 100 mV. Se graficaron
los valores de corriente en funcién al potencial aplicado como se muestra en la
figura 15. En estas condiciones la curva de corriente versus voltaje no es lineat.
A potenciales negativos el canal de MccE492 presenta un valor de
conductancia menor que a potenciales positivos. Este comportamiento de la

curva | vs V significa que el canal se comporta como un rectificador de la
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Tabla 4: Actividad bactericida después de co-incubar in vitro muestras
purificadas de MccE492 silvesire y Q8H.

Tiempo (h) Actividad Bactericida (U.A.) *
MccE492 silvestre MccE492Q8H Mezcla 1/10=
(200 pg/mlL) (200 pg/mlL) (200 pg/ml)
0 1/64 0 1/64
1 1/64 0 1/64
2 1/32 0 1/32
3 118 0 1/8
5 1/8 0 1/8

« La actividad esta representada como la tltima dilucién en que se observod un
halo de inhibicion de crecimiento. Ensayo representativo de 2 experimentos

independientes.

# Las muestras (en agua nanopura) se incubaron en una proporciéon 1:10
(Q8H:wt) a la concentracion final indicada.

58




50

40
z 30
o
- 20
10 -
0 | ] ] | T 1
D 10 20 30 40 50 60s
t{s)

Figura 14: Registro de un canal formado por la MccE492 Q8H.
La membrana estaba compuesta por POPE: PC 4:1. Los registros se realizaron en
presencia de KCli 100 mM, MES 10 mM, pH 6,7 a-80 mv.

59




gk

V (mV)

150

Figura 15: Curva corriente-voltaje del canal de la MccE492 Q8H.
Los registros se realizaron en condiciones simétricas de KCI 100mM, en amortiguador

MES-KOH 10 mM, pH 8,7-7,0. La membrana utilizada consitid en una mezcla de

lipidos POPE y PC en una relacion 4:1.
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corriente lo que sugiere que el poro es asimétrico (Figura 15). Este

comportamiento es similar al de la MccE492 silvestre.

3.10. Cinética de agregacion de ia MccE492.
3.10.1. Unidén de rojo Congo a la MccE492.

Al incubar MccE492 durante 15 h a 37°C a pH 7,0, esta se agrega
formando fibras amiloides, las cuales no poseen actividad baciericida. La
presencia de estas fibras puede detectarse mediante el uso de colorantes
especfificos para fibras amiloides, como el rojo Congo. El rojo Congo cambia el
maximo de absorbancia de 490 nm a 520 nm al unirse a las fibras. La figura 16
muestra el espectro de absorbancia del rojo Congo libre y unido a la MccE492
Q8H luego de 24 h de incubacion a 37°C y pH 7,0. El espectro de proteina
agregada obtenido con la MccE492 Q8M fue similar al observado con la

MccE492 silvestre agregada en las mismas condiciones (Bieler y cois., 2005).

3.10.2. Union de tioflavina T.

Se realizé una cinética de la agregacién de la MccE492 silvestre y Q8H
ia cual fue seguida por unién a tioflavina T. La tioflavina T es un colorante que
se une especificamente a fibras amiloides emitiendo fluorescencia a 480 nm. Se
detectd la agregacion de la MccE492 silvestre después de 24 h de incubacién,
en tanto que la MccE492 Q8H presenta agregacion desde el momento en gue
comienza el experimento. Este resultado se observo repetidas veces lo cual

llevd a concluir que la microcina Q8H se agrega espontaneamente (Figura 17).
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Figura 16: Ensayo de union de rojo Congo a fibras amiloides.

La MccE492 Q8H a una concentracion de 400 pg/mL se agregd durante 24 h en
amortiguador PIPES 100 mM; NaCl 0,5 M, pH 6,5. La formacién de fibra se detectd
mediante unién de rojo Congo (11 uM). La linea negra representa el espectro de
absorbancia del rojo Congo libre, la linea roja muestra el espectro de absorcion del rojo
congo total (unido y libre) incubado con las fibras de MccE492 Q8H obtenidas luego de
24 horas Y la linea azul muestra el rojo Congo unido, el cual se obtiene de la resta de

los espectros anteriores.
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Figura 17: Agregacion de MccE492 silvestre y Q8H en el tiempo.

La agregacién de la microcina (200 pg/mL) se sigui® mediante la emision de
fluorescencia a 480 nm producida por la unién de fibras amiloides a tioflavina T. Se
hicieron mediciones de agregacién a los tiempos indicados en el eje X de la figura.
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3.10.3. Ensayo de “seeding”..

Los amiloides se forman por un proceso en el cual la etapa limitante es la
formacion de una semiila o nicleo. Una vez formada la semilla, ésta es capaz
de reclutar a la proteina soluble cambiando su estructura lo que acelera la
incorporacién de nuevas subunidades a la fibra. El ensayc denominado
“seeding” consiste en incorporar fibras preformadas sonicadas al inicio de fa
reaccion de agregacion lo cual acelera la formacion de fibras. Se ensayod la
capacidad de la MccE492 Q8H de actuar como semilla de agregacion de la
microcina silvestre. Para esto, fibras preformadas de MccE492 Q8H se
incubaron con MccE492 silvestre soluble, Ta formacion de fibras amiloides se
deteminé mediante la unién de RC.

La figura 18 muestra que las semillas de MccE492 Q8H aceleraran la
cinética de agregacion de la MccE492 silvestre, pues en los puntos analizados
se observa que la MccE492 en presencia de semillas de microcina Q8H,
poseen un mayor porcentaje de RC unido, es decir, microcina en forma
amiloide, lo cuai contrasta con la agregacion de microcina silvestre en ausencia
de esta semillas, en que la agregacién de esta muestra ocurre después de 40 h
de incubacién. Como control positivo se utilizé agregados de MccE492 silvestre,
los cuales se comportaron como semillas, fenémeno que habia sido descrita

previamente (Bieler y cols., 2005).
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Figura 18: Ensayo de “seeding” usando como semilla fibras de MccE492
silvestre y Q8H.

MccE492 soluble (400 pg/mL) con y sin semillas (20 pg/mL) provenientes de fibras
previamente formadas y sonicadas a una intensidad de 3.5 watts por 10 s se incubé a
37 °C por los tiempos indicados en amortiguador fosfato 100 mM, pH 7.4.
Posteriormente las muestras se incubaron con RC (11 uM) y se centrifugaron durante
30 min a 14000 rpm, quedando en suspension el RC libre. Se determiné la cantidad de
rojo Congo unido midiendo la absorbancia del sobrenadante de la muestra a 490 nm.
Se considerd como el 100% de RC libre la absorbancia del amortiguador incubado con
RC sometido a las mismas condiciones experimentales.
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3.11. Actividad bactericida de la MccE492 sobre mutantes en TonB.

Como se menciond en la Introduccién, la presencia de TonB en la célula
es necesaria para la actividad antibacteriana. Para entender el rol de esta
proteina en la actividad de la MccE492 se realizaron estudios de viabilidad en
bacterias y esferoplastos utilizando dos mutantes de la proteina TonB
disponibles en el laboratorio: una mutante que produce una proteina frunca,
TonBA43-239, la cual contiene solo el segmento transmembrana de TonB; y
una mutante puntual, TonB S16L, la cual ha sido reportada ser una mutante no
funcional en el sistema TonB-ExbBD. Se utiliz6 como cepa hospedera a E. coli

X8605, la cual posee una delecién en el gen que codifica para TonB.

3.41.1. Ensayo de viabilidad de las cepas de E.col:: X8605 TonB S16L y
X8605 TonB A43-239.

Se analizd la capacidad de la MccE492 de disminuir la viabilidad de las
cepas que expresa versiones mutantes de TonB. Los resultados muestran que
ambas son resistentes a la actividad bactericida de la MccE492, lo cual era

esperado, ya que estas mutantes de TonB no son funcionales (Figura 19).

3.11.2. Ensayo de viabilidad en esferoplastos de Tas cepas mutantes en
TonB.

Posteriormente se analizé la capacidad de la MccE492 de disminuir ia
viabilidad de esferoplastos de cepas que expresan TonB mutantes, de modo de

evaluar el requerimiento de TonB una vez que la MccE492 se-encuentra en el
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Figura 19: Ensayo de viabilidad de bacterias mutantes en TonB.

Los ensayos de viabilidad se realizaron como se describe en Materiales y Métodos.
Las bacterias se incubaron con 100 uL de MccE492 a una concentracion final de 400
ug/mL Se considera como 100% el nimero de UFC obtenidas en las células tratadas
con medio de cultivo en vez de MccE492 . Como cepa sensible se utilizé E. coli BL21.
Este experimento realizado por friplicado es representativo de 3 repeticiones
independientes.
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espacio periplasmatico. En la figura 20 se observa que para su actividad
bactericida la microcina requiere del segmento periplasmatico de TonB, pues
las cepas que expresan solo el segmento fransmembrana son 100% resistentes
a la actividad bactericida en esferoplastos. Por otro lado, esferoplastos de la
cepa que expresan TonB S16L son parcialmente sensibles a la acfividad de la
MccE492 (18%), pero no en los niveles de la cepa que expresa TonB silvestre.
La mutacion S16L afecta la funcionalidad de la proteina TonB, por lo que estos
resultados indican que no es necesario que la proteina esté funcional para
cumplir con su rol en la actividad bacfericida de la microcina una vez que esta

alcanza el espacio periplasmatico.

3.12. Ensayo de inmunidad de células mutantes en TonB.

Con el propésito de determinar si las mutaciones de TonB tienen algin
efecto en la inmunidad de la microcina, se transformaron las cepas X8605
TonB, X8605 TonB A43-239 y X8605 TonB S16L con el plasmidio p157, el cual
expresa el gen mceB, que codifica para la proteina de la inmunidad de ia
MccE492. Se determind la viabilidad de esferoplastos de éstas cepas al
incubarse en presencia de MccE492. Los resultados de este experimento
(Figura 21) muestran que la cepa que expresa la mutante TonB S16L no es
inmune. Esto indica que la proteina de la inmunidad necesita de la serina de
TonB para evitar la accién de la MccE492, o que requiere de una proteina TonB

funcional. La mutante TonB A43-239 es resistente a la actividad bactericida de
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Figura 20: Ensayo de viabilidad de esferoplastos de bacterias mutantes en TonB.
Los ensayos se realizaron como se describe en Materiales y Métodos. Los
esferoplastos se incubaron con 100 uL de MccE492 a una concentracion final de 400
pug/mL durante 20 min. Se considera como 100% los esferoplastos tratados con
amortiguador Tris-HCI 100 mM, sacarosa 20%, pH 7,0. Como cepa sensible se utilizé
E. coli BL21. Resultado obtenido de un triplicado que es representativo de tres
experimentos independientes.
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Figura 21: Ensayo de inmunidad sobre esferoplasto de cepas X8605 TonB A43-
239 y X8605 TonB S16L.

Los ensayos se realizaron como se describe en Materiales y Métodos. Los
esferoplastos de las cepas indicadas, transformadas con el plasmido p157 (mceB), se
incubaron por 20 min con MccE492 a una concentracién final de 300 pg/mL. Se
determind por duplicado las UFC por diluciones seriadas. Este ensayo se realizé por
triplicado y es representativo de dos experimentos independientes.
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la MccE492, por lo que la presencia de la proteina MceB no afecta

significativamente la viabilidad de la bacteria.

3.13. Efecto citotéxico de la MccE492 Q8H sobre distintas lineas
tumorales.

En esta parte de la tesis se analizd la capacidad de las fibras de
MccE492 de disminuir la viabilidad de lineas tumorales, comparando el efecto
sobre lineas celulares no tumorales, como macréfagos, o sobre cultivos
primarios. Los resultados de este experimento (Figura 22), muestran que las
fibras de MccE492 afectan especificamente a las lineas celulares tumorales, y
no a los cultivos primarios ni a las lineas no tumorales (N2A y macréfagos).

Con anterioridad se habia descrifo que las células de melanoma murino
B16 son sensibles a la aclividad citotoxica de la MccE492. Resultados
preliminares mostraron que la MccE492 agregada disminuia la viabilidad de las
celulas en cultivo (Estrada, 2005). Se demostrd que las fibras de MccE492 son
mas téxicas para las células de melanoma murino que la microcina soluble o
protofibrilas, las cuales no son tan eficientes en reducir la viabilidad celular
{Estrada, 2005). Este resultado indica que las fibras de microcina son las
especies mas toxicas para las células tumorales, a diferencia de lo observado
en bacterias, en que la formacién de fibras en el sobrenadante se correlaciona

con la pérdida de la actividad bactericida (Bieler y cols., 20053.
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Figura 22: Actividad citotoxica de las fibras de MccE492 en distintos tipos
celulares.

Las fibras de MccE492 se formaron como esta descrito en Materiales y Métodos. Se
utilizé MccE492 a una concentracion de 50 pM sobre 1X10° células/mL, y la viabilidad
se analizé después de 24 h de incubacién. Los cultivos primarios utilizados fueron
células aisladas de médula ésea y esplenocitos aislados de bazo; las lineas celulares
no tumorales fueron N2A, una linea neuronal y cultivos de macréfagos; y la linea
tumoral MC38. El efecto citotéxico se determiné mediante la liberacion de LDH al
extracelular mediante el kit Citotox96 (Promega). Las medidas se realizaon por
triplicado. El 100% de viabilidad corresponde a la medicién obtenida en las células
incubadas con amortiguador PBS, resultado que se compar6é con el obtenido
purificaciones de la cepa E. coli BL21(DE3)np108, los cuales son similares.
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Para establecer si la mayor agregacién observada con la mutante Q8H
se correlaciona con un mayor efecto citotdxico en células tumorales murinas
B16, se realizaron experimentos de viabilidad celular con esta microcina. Es
importante recordar que esta version mutante de la MccE492 se agrega
espontaneamente (Figura 17). Estos experimentos fueron realizados con la
MccE492 silvestre y fa MccE492 Q8H agregadas previamente, como se
describe en Materiales y Métodos. La figura 23 muestra que la MccE492 Q8H,
es capaz de disminuir la viabilidad mas eficientemente que las fibras de
MccE492 silvestre. Eslo es particularmente z;otorio a las 24 h de incubacién con
las fibras, pues mientras que en estas condiciones la MccE492 silvestre afecta
poco la viabilidad, las fibras de MccE492 QB8H la disﬁinuyen a un 12%. Una
viabilidad similar se observa con ambos tipos de MccE492 luego de 48 h de
incubacién (Figura 23). Para analizar mas en detalle el efecto citotoxico de las
fibras de MccE492 silvestre respecto a la MccE492 Q8H a las 24 h de
incubacién, se realizd un ensayo de viabilidad de células B16 utilizande

concentraciones menores de fibras (12,5 y 25 uM) a las utilizadas en el
experimento anterior, (50 puM). Los resultados (Figura 24) indican que la
MccE492 Q8H es mas eficiente que la MccE492 siivestre en su accién
citotoxica, ya que es capaz de disminuir significativamente a viabilidad de las
células B16 incluso a las concentraciones mas bajas (12,5 uM) que la MccE492
silvestre, la cual requiere de una concentracién 4 veces superior para observar

una disminucion de 65,4% en la viabilidad en ese mismo tiempo de incubacién.
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Figura 23: Viabilidad de células de melanoma murino B16 tratadas con fibras de
MccE492 silvestre o Q8H.

Las células de melanoma murino B16 (1X10° células/mL) se incubaron con MccE492
silvestre o0 mutante previamente agregada (50 uM) durante los tiempos indicados. La
viabilidad se determiné usando el kit Cell Titer96 Aqueous (Promega). Las medidas se
realizaron por triplicado.
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Figura 24: Efecto de distintas concentraciones de fibras de MccE492 silvestre y
Q8H en células de melanoma murino B16.

Las células de melanoma murino B16 (1X10°celulas/mL) se incubaron con microcina
durante 24 h en las concentraciones sefaladas. La viabilidad se determiné usando el
kit Cell Titer96 Aqueous (Promega). Las medidas se realizaron por triplicado.
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Para determinar si el efecto citotéxico de las fibras de McE492 Q8H sobre las
células B16 se observa en ofras células, se realizaron experimentos de
viabilidad de ias células de carcinoma de colon humano HT29, incubadas con
MccE492 silvestre y MccE492 Q8H. Los resultados (Figura 25) muestran que
luego de 24 h de incubacién a 50 pM tanto la MccE492 silvestre como la Q8H
son tdxicas, disminuyendo la viabilidad a un 11,8% y 24,6% respectivamente. A
las 48 h de incubacidn con microcina también se observa una disminucién en la
viabilidad, la cual es mas evidente con MccE492 Q8H (5,2%). Al comparar el
efecto de la concentracion de la MccE492 sobre la viabilidad celular a las 24 h
de incubacidn (Figura 26), se observa que el tratamiento con la MccE492 Q8H
afecta la viabilidad a bajas concentraciones (12,5 y 2&'; M), a diferencia de la
MccE492 silvestre que posee un efecto poco significativo (96% y 73,7% de
viabilidad respectivamente). A 50 uM de MccE492 se observan valores
similares tanto para la forma silvestre como la mutante (11,8% y 24,2%
respectivamente). Estos resultados indican que la MccE492 Q8H posee un
efecto citotoxico similar a la MccE492 silvestre en la linea tumoral humana de

carcinoma de colon HT29.

3.14. Desarrollo de un nuevo procedimiento de purificacion de la MccE492
para su uso in vivo sobre tumores.

La cantidad de MccE492 necesaria para la administracion a ratones es
muy alta comparado con las cantidades que se requieren cominmente en el

laboratorio para ensayos microbiolgicos. Por esta razén se buscé un nuevo
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Figura 25: Porcentaje de viabilidad de las células de carcinoma de colon humano
HT16 tratadas con fibras de MccE492 o MccE492 Q8H.

Las células de carcinoma de colon humano HT29 (1X10° células/mL) se incubaron con
MccE492 silvestre o mutante previamente agregada (50 pM) durante los tiempos
indicados. La viabilidad se determiné usando el kit Cell Titer96 Aqueous (Promega) Las
mediciones se realizaron por triplicado.
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Figura 26: Efecto de distintas concentraciones de fibras de MccE492 silvestre y
Q8H en células de carcinoma de colon HT29.

Las células de carcinoma de colon humano HT29 (1X10°celulas/mL) se incubaron con
MccE492 durante 24 h en las concentraciones sefialadas. La viabilidad se determind
usando el kit Cell Titer96 Aqueous (Promega). Las medidas se realizaron por triplicado.
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sistema de purificacién para ‘obtener mayores cantidades de microcina. Se
disefi y monté el sistema de purificacion en “batch” descrito en Materiales y
Métodos. Con este sisterna de purificacién se puede obtener MccE492 a un
nivel de pureza comparable con el método de purificacion por HPLC en fase
reversa (Figura 27), y en las cantidades apropiadas para el estudio in vivo. Es
importante destacar que es un sistema facil de usar con grandes volimenes de

sobrenadante de culfivo bacteriano.

3.15. Procedimiento de agregacién a altas concentraciones de MccE492.

Se estandarizé un procedimiento de agregacion de la MccE492 obtenida
mediante purificacién en “batch” para los ensayos, in vivo. Los ensayos
realizados con anterioridad se realizaron en condiciones de baja concentracion
de proteina (150-200 pug/mL). Para analizar la capacidad de agregacion de esta
microcina a la concentracion de 10 mg/mL., se realizé un ensayo de agregacién
por 24 h el cual fue seguido mediante la unién de tioflavina T. Los resultados de
la agregacion se muestran en la figura 28.

Para determinar la capacidad de las fibras de MccE492 de eliminar las
células tumorales in vivo, se utilizé el modelo de tumor murino B16 en ratones
C57/BL/6. Se inyectaron células tumorales B16 subcutdneamente en el
abdomen de los ratones, se permitié el desarrolio de tumores y se realizé un
tratamiento con la MccE492. En la primera etapa se analizé la capacidad de las

fibras de la MccE492 de disminuir el volumen tumoral luego de la administracion
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Figura 27: Purificacién en “batch” de la MccE492.

A: MALDI-TOF MS de muestras de MccE492 purificadas en “batch”. Se observa la
presencia de microcina sin modificar (7881 m/z), y tres formas modificadas (8266, 8491
y 8711 m/z). B: Inmunoblot blot de muestras de microcina (200 pt) eluidas a distintas
concentraciones de acetonitrilo que fueron concentradas en CentriVap (Labconco) y
resuspendidas en 50 pl. de agua. Se afiadi6 20 pL. de buffer de carga 4X y se calento
durante 10 min a 100°C. Se cargé 20 pL en cada carril. Carriles 1: Elusién 100% ACN,
carril 2: 90% ACN, carril 3: 80% ACN, carmit 4: 70% ACN, carril 5: 60% ACN, carril 6:
50% ACN, carril 7: 40% ACN, carril 8: 30% ACN.
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Figura 28: Agregacion de MccE492 concentrada detectada por unién a tioflavina
T

La microcina (10 mg/mL) previamente incubada en amortiguador PBS a pH 7,0 a
37°C, por los tiempos indicados se analizé mediante union a tioflavina T. La unién de la
tioflavina T a la microcina se determiné mediante la fluorescencia emitida a 480 nm.
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intratumoral. El primer protocolo contemplé una dosis de 50 mg/Kg en diez

inyecciones dia por medio,

3.16. Efecto citotéxico de las fibras de MccE492 administrada

intratumoralmente en un modelo de melanoma murino.

Los resultados (Figura 29A) indican que el tratamiento intratumoral con
fibras de microcina disminuyé considerablemente el volumen tumoral en el
curso del tratamiento. Este tratamiento no afecté el peso de los ratones durante
el experimento. Se observaron diferencias significativas entre el volumen de los
tumores de los coniroles (tratados con purificaciones de sobrenadante de
bacterias incapaces de secretar MccE492). El efecto se hizo evidente a partir de
la cuarta inyeccion de MccE492. Se observa ademas que la masa de los
tumores determinada al final del experimento, una vez extraidos los tumores, es
significativamente menor en la condicion con MccE492 (Figura 29B). Los
tamafios de los tumores del grupe control (tratados con purificaciones de
sobrenadante de BL21(DE3)np108), son similares a los obtenidos al administrar

PBS (Estrada, 2005).

3.17. Efecto citotéxico de la administracion oral de fibras MccE492 en

modelo de melanoma murino

Con el fin de determinar la capacidad citotoxica de la microcina y su

potencial uso en et tratamiento del cancer o tumores no operables, se estudid el
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Figura 29: Efecto del tratamiento de MccE492 administrada intratumoralmente en
tumores de melanoma murino.

Los tumores se generaron en ratones C57/B6/L mediante inyeccion subcutanea de 1X10°
células B16/mL. Cuando los tumores alcanzaron un volumen de aproximadamente 25 mm?
(alrededor de 7 dias) se comenz6 el tratamiento intratumoral dia por medio con microcina (50
mg/Kg). Como control se utilizé purificaciones de sobrenadanten de E. coli BL21np108. El
volumen fue determinado usando un caliper y siguiendo la ecuacién del elipsoide (n= 5-6
animales por grupo). A: Volumen tumoral durante el tratamiento. El inserto muestra el peso de
los animales durante el tratamiento.((*): indica los puntos estadisticamente significativos segun
t-Student) B: Masa tumoral al final del experimento que se muestra en A luego de las 10
inyecciones intratumorales de microcina. Las diferencias en la masa tumoral son
estadisticamente significativas. Analisis t-Student p=0,017.
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efecto de las fibras de MccE492 administradas oralmente en ratones que
desarrollan tumores de melanoma murino subcutaneamente. Ei tratamiento
consisti6 en 10 administraciones de MccE492 50 mg/Kg dia por medio (en 100
pl), administradas mediante una sonda de alimentacion gastrica. Los
resultados de este experimento (Figura 30) indican que la MccE492
administrada oraimente no es capaz de reducir significativamente el volumen de
los tumores de los ratones respecto a ia condicidn control, pero se observa un
leve retardo en el desarrollo de los tumores. Es posible que la dosis
administrada oralmente no fuera suficiente para observar el efecto citotdxico
sobre los tumores, pues la microcina debe ser distribuida desde el estébmago al
tumor, por lo cual se realizé un nuevo ensayo utilizando una dosis de 100
mg/Kg de fibras de microcina cada dia (el doble de la usada en el experimento
anterior) por un total de 10 administraciones. Los resultados de este
experimento (Figura 31) muestran que durante los dias de fratamiento no se
observa una diferencia significativa en el volumen de los tumores, pero si un
claro retardo en el crecimiento del tumor. Sin embargo, una vez terminado el
tratamiento, se extrajeron los tumores y se determiné la masa tumoral, (Figura
31B). Se observé una diferencia significativa en a masa de los tumores de los
ratones sometido al tratamiento control y los tratados con MccE492. La
diferencia significativa observada respecto de las mediciones de volumen
pueden deberse a que el tumor crece hacia el interior del animal, por lo que el

volumen es subestimado durante el tratamiento. Estos resultados indican que
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Figura 30: Efecto de la administracion oral de MccE492 50 mg/Kg sobre el
volumen de los tumores de melanoma murino en ratones C57/BL/6.

Los tumores se generaron como esta descrito en la figura 29. Se administré orlamente
MccE492 (en dosis de 50 mg/Kg). Como control se utilizd una muestra purificada del
sobrenadante de E. coli BL21np108. El volumen de los tumores se determiné mediante
caliper, y se analizaron cada dos dias. La administracién de microcina se realiz6 dia
por medio hasta completar un total de 10 administraciones (n=5-8).

85




& Control
I —8— Mcc

Volumen tumor (cm’)

10
Tiempo (dias)

Masa tumoral (g)
N

Control Mcc

Figura 31: Efecto de la administraciéon oral de MccE492 100 mg/Kg en el volumen
de los tumores de melanoma murino en ratones C57/B6/L.

Se administré diariamente por medio de una sonda de alimentacion 100 mg/Kg de
MccE492 por 10 dias. Como control se utilizd una muestra purificada desde
sobrenadante de E. coli BL21np108 A: Determinacion del volumen de los tumores
durante el tratamiento oral de MccE492. El volumen de los tumores se determind
mediante un caliper. B: determinacién de la masa tumoral de melanoma murino B16 en
ratones C57/BL/6 (n=5-8) al final del tratamiento. Los datos se analizaron mediante el
test t-Student (p=0,028).
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ias fibras de MccE492 son capaces de actuar sobre tumores subcuténeos
cuando es administrada oralmente, lo cual implica que es capaz de ingresar a la
circulacion para acceder a los tumores. Es importante recordar que las fibras
amiloides son resistentes al tratamiento con proteasas, y que al igual que los
priones, que son un tipo de amiloide, podrian entrar a la circulacion y actuar en
su sitio blanco (Maignien y cols., 2005). En resumen, los resultados
presentados en esta seccion muestran que -el fratamiento con las fibras de
MccE492 disminuyen la viabilidad de las células tumorales de melanoma
murino B186 in vifro, y reduce el volumen y la masa tumoral significativamente
cuando es administrada intratumoralmente. Finalmente la administracién oral de
MccE492 produce un retardo en el desarrollo del tumor y la masa de estos es

significativamente menor respecto al control al final del tratamiento.

3.18. Citotoxicidad de las fibras de MccE492 en células tumorales HT29 y

HCT116 de carcinoma de colon humano.

Se determind el efecto citotoxico de las fibras de MccE492 sobre lineas
tumorales humanas, con importancia por su prevalencia y dificil tratamiento en
la poblacién, para lo cual se eligieron diferentes aislados de células de
carcinoma colon. HT29 y HCT116 son células tumorales aisladas desde un
tumor primario usando el método de cultivc de explante, ambas causan

carcinoma de colon rectal y son capaces de desarrollar tumor en ratones “nude”

(ht’tp://www.atcc.orq).
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Los resultados de citotoxicidad in vifro (Figura 32) en las lineas tumorales
humanas, muestran que las fibras de MccE492 son capaces de disminuir
significativamente la viabilidad de estas células, por lo cual se procedié a
continuar con la caracterizacién de la actividad antitumoral de ia MccE492 en un

modelo de tumor en ratones “nude”.

3.19. Efecto citotoxico de la administracién intratumoral de fibras MccE492

en modelo de carcinoma de colon humano.

Con el objetivo de determinar el efecto de las fibras de MccE492 en un
modelo de tumores humanos in vivo, se realizaron ensayos “xenograft’, que
consisten en generar tumores humanos en ratones “nude”, los cuales carecen
de timo y por lo tanto, de sistema inmune. Asi, estos ratones no producen
techazo a las células humanas. Con este modelo se puede estudiar el
desarrollo de tumores humanos y el efecto que ia administracién de MccE492
tiene en su desarrollo. Inicialmente se evalud el efecto en el crecimiento de los
tumores en el tiempo, con un tratamiento que consiste en administrar MccE492
intratumaralmente cada dia a una dosis de 5 mg/Kg. Los resultados de estos
experimentos se muestran en la figura 33. Se observa que la administracién de
fibras de MccE492 en los tumores producidos por las células HT29 disminuye el
tamario del tumor respecto de los controles. Los resultados presentados en la
figura 33 corresponden a un promedio de los animales tratados. Si se examina

individualmente el efecto en cada animal, se observa que la adminisiracion
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Figura 32: Efecto citotoxico in vitro de la MccE492 en células de carcinoma de
| colon humano.
A: Efecto en células HT29. B: efecto citotdxico en células HCT116. 1X10° células/mL
fueron tratadas con fibras de microcina a una concentracién de 50 uM durante 48 h. El
| porcentaje de viabilidad se determiné mediante el kit de proliferaciéon CellTiter96
| Aqueous (Promega). El control se realizé con purificaciones de sobrenadante de
_ cultivos de la cepa E. coli BL21np108. Las mediciones se realizaron por triplicado.
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Figura 33: Efecto antitumoral de las fibras de microcina administradas
intratumoralmente en el modelo de cancer de colon humano HT29.

A: Efecto en el volumen tumoral durante el tratamiento con microcina. La barra negra
indica los puntos que son estadisticamente significativos (p <0,05) B: Efecto en la masa
de los tumores luego de 35 dias de tratamiento. (n=12 por grupo). El inserto muestra el
peso de los animales durante el tratamiento. El experimento consistié en administrar
intratumoralmente cada dia una dosis de 5 mg/Kg de fibras de MccE492 mediante una
inyeccién. Como control se utilizé purificaciones de sobrenadantes de cultivos de E.
coli BL21np108. Los datos se analizaron mediante test de t-Student (p=0,03).
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intratumoral de MccE492 produce la remision total de aproximadamente un 20%
de los ratones tratados, los cuales al comienzo del tratamiento poseen tumores
visibles y de un volumen de aproximadamente 12-13 mm?® (Tabla 5). En la figura
33B se muestra la masa tumoral, determinada en el momento en que se
termind el tratamiento con microcina. Se observa una reduccion significativa de
la masa tumoral. En la Tabla 5 se analizan los resultados presentados en esta
figura considerando el tamafnio de los tumores y los casos de remision. Asi,
podemos observar que los ratanes tratados con la muestra control, poseen
tumores de grandes dimensiones, en cambios, aguellos tratados con fibras de
MccE492, posee una distribucion diferente de tumores, se observan mayor
niimero de tumores pequefios y ademas remision. Este resultado es muy
importante ya que el tratamiento de los tumores con MecE492 comienza cuando
los ratones presentan un tumor de dimensicnes de 12-13 mm?®, por lo que la
administracion de MccE492 elimina las células tumorales que se duplican y

ademas las existentes.

3.20. Efecto citotéxico de Ia administracion oral de fibras MccE492 en
modelo de carcinoma de colon humano HT29.

Se analizd la capacidad de las fibras de MccE492 de disminuir el
desarrollo de tumores humanos, pero esta vez administrando la MccE492 en
forma oral. Para ello se utilizé una dosis de MccE492 de 50 mg/Kg que

corresponde a 10 veces la dosis que fue administrada intratumoralmente.
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Tabla 5: Distribucién de la masa de los tumores de carcinoma de colon HT29
tratados intratumoralmente con 5 mg/Kg de MccE492.

Control {%) + Microcina (%)
Tumores pequefios 36 60
(0,05-0,59)
Tumores grandes 64 .20
(0,51-1,5g}
Rernision total 0 20
©g

Los datos corresponden a la masa de los tumores extraidos al final del
experimento de la figura 33.
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Los resultados de este experimento se muestran en la figura 34. Se observa
que la administracion oral de MccE492 redujo el volumen de los tumores, y el
analisis de los tumores el dltimo dia de fratamiento muesira que existen
diferencias significativas entre el grupo control y el grupo tratado con MccE492.
La distribucion del tamafio de los tumores se presenta en la Tabla 6. Los
ratones controles tienen un 67% de tumores grandes, en tanto que los tratados
con MccE492 poseen mayoritariamente tumores de tamafios pequefios (70%).
Es importante destacar que el 15% de los ratones tratados con MccE492

presentan remisién total de los tumores.

3.21. Toxicidad de las fibras de MccE492 administradas cronicamente.

Gaon ef proposite de establecer si la MccE492 tiene un efecto toxico sobre
los animales fratados, se analizd el efecto del tratamiento sobre distintos
organos de los ratones tratados oralmente con una dosis de 50 mg/Kg de
MccE492. Para ello se evalud la masa de algunos érganos como bazo, higado,
pulmones vy rifién comparado con la masa corporal de los animales durante el
tratamiento (Tabla 7). Los resultados de este andlisis muestran que la MccE492
no produce cambios significativos en la masa de los 6rganos analizados, ni
sobre el peso corporal de los animales durante el tratamiento, Es importante
evaluar la toxicidad a través de histologia de los 6rganos, los cuales se

encuentran en desarrollo en estos momentos.
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Figura 34: Efecto antitumoral de las fibras de MccE492 administradas oralmente
en el modelo de carcinoma de colon humano HT29.

A: Efecto en el volumen tumoral durante el tratamiento. La barra muestra los puntos
estadisticamente significativos (p <0,05). B: Efecto en la masa tumoral luego de 35 dias
de tratamiento. (n= 12 por grupo). Se administré una dosis de 50 mg/Kg cada dia
durante 35 dias, mediante una sonda de alimentacién intragastrica. Los datos se
analizaron mediante test de { —Student (p=0,04).
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Tabla 6: Distribucion de la masa de los tumores carcinoma de colon HT29
tratados oralmente con 50 mg/Kg de McE492.

Control (%) + Microcina (%)
Tumores pequenos 33 70
(0,05-0,5g)
Tumores grandes 67 15
(0,51-1,5g)
Remision total 0 15
(09)

Los datos corresponden a la masa de los tumores extraidos al final del
experimento de la figura 34.

Fotografia de ratones con tumores al fin del tratamiento con MccE492 por via
oral.

A: Imagen de tumor reprentativo del 67 % del grupo control (tumores grandes). B:
Imagen de un tumor representativo del 15 % del grupo tratado con MccE492 que
presentan remision total.
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Tabla 7: Masa corporal y masa de los 6érganos de los animales tratados con
MccE492

Sin Tratamiento Con Tratamiento Mcc

Masa (g) Coeficiente Masa (g) Coeficiente
M.6rgano/M. animal M.organo/M. animal
X100 X100
Animal 28,1+2,2 26,0+1,9
Bazo 0,21+0,1 0,7510,13 0,15+0,05 0,567+0,1%
Higado  1,3:02  4,69+1,25 1,16:0,2 4,4720,77
Rifidn**  (0,2+0,05 0,7+0,16 0,18+0,03 0,67+0,1
Pulmén* 0,08+0,04 0,3+0,14 0,06+0,03 0,22+0,14

Los datos se cbtuvieron de los ratones utilizados en en el tratamiento de 50

mg/Kg de MccE492 por via oral.
La masa relativa de los 6rganos se obtuvo de la sigiente expresion:

[Masa 6rgano (g)/ Masa corporal (g)] x 100

* Se evalud la masa del pulmoén derecho.
++ Se evalud &l rifion derecho de cada animal.




3.22. Estudios farmacocinéticos.

Para ia utilizacién de la MccE492 como droga dehen realizarse estudios
farmacocinéticos, de modo de evaluar tanto la biodisponibilidad al ser
administrada por via iniravenosa u oral, como la biodistribucion en los distintos
tejidos. Con esta informaci6n se puede establecer cual seria el “clearence’ de la
MccE492, es decir el volumen de plasma del cual es eliminada la droga por
unidad de tiempo. El volumen de distribucién (Vd) corresponde a la cantidad de
droga en el cuerpo dividido por la cantidad de droga en la sangre, y el tiempo de
vida media de eliminacién (i eliminacién) corresponde al tiempo necesario
para disminuir la concentracidén de droga en el plasma a la mitad.

Los resuitados (Figura 35 y Tabla 8) muestrén fa distribucién, en el
tiempo de la microcina en los distintos drganos de los ratones, en la sangre y en
el plasma, la cual se determiné por cuantificacion de la radiactividad en detector
de centello para particulas beta (LS1701, Beckman). Se observa que la
MccE492 se distribuye rapidamente en el cuerpo del animal, pues a los pocos
minutos se puede detectar la MccE492 en todos los 6rganos y no se observa
acumulacion importante de la microcina en 6rganos tales como el baze o
higado. Por dltimo, el tiempo que la microcina esta disponible en el organisma
es mayor al esperado (19 h), ya que la naturaleza proteica de la microcina
hacia predecir un tiempo de vida media mas corto (por ejemplo la enzima

superdxido dismutasa tiene una vida media de 5 min {Yamamoto y cols, 2004)).
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Figura 35: Curvas concentracion [*°*S]microcina en los tejidos (respecto al suero)
en el tiempo.

A: concentracion de [®S]MccE492 en la sangre respecto al suero, B: Higado y C:
concentracion de [**SIMccE492 en el suero. La MccE492 marcada radicactivamente se
administré por via intravenosa y los animales fueron sacrificados en los tiempos
indicados. Se extrajeron los érganos y el suero se cbtuvo mediante centrifugacion de
300 pL de sangre. La radiactividad se midio en contador de centelleo de radiacion beta.
Las mediciones se realizaron por triplicado.
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Tabla 8: Parametro farmacocinéticos de [2°S]MccE492 luego de inyectarla via
intravenosa en ratones C57/BL/B.

Parametros °°S]ViccE492
Co (%ID/mL) 34,1+6,9
t12 distribucion (miﬁ) - 3,05+0,59
1112 eliminacion (h) 1 9,1+8,5
Ve (mL) 3,23x0,75
Ves (mL) ‘ 23,312,4
CLiot (mL/min) 0,019+0,007

Co: concentracion inicial en el suero, %ID: porcentaje de la dosis inyectada, 2
tiempo de vida media, V; : volumen inicial de distribucion, Vs ; estado estable

del volumen de distribucion, ClLy, : “clearence” del cuerpo total,
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4. Discusion

La aparicion de cepas resistentes a los antibitticos convencionales #a
impulsado el estudio y desarrollo de agentes antimicrobianos que ufilizan
nuevos mecanismos de accion. En este contexto el estudio de diferentes
bacteriocinas se ha convertido en un area de gran interés, pues son una nueva
alternativa como agentes antimicrobianos y pueden ser utilizados en el
tratamiento de enfermedades infecciosas causadas por bacterias (Gillot y cols.,
2005). La utilizacion de estos agentes para el control de bacterias patégenas
requiere del conocimiento de los mecanismos de accion con el fin de utilizarlos
en humanos o bien modificarios para aumentar su eficiencia o espectro de
accién.

Por otro lado, algunas cepas productoras de bacteriocinas han sido
utilizada por afios como probidticos, un ejemplo de ello es Mutaflor®, una cepa
de E. cofi llamada Nissle 1917, la cual no es patégena. Esto indica que las
cepas productoras de bacteriocinas pueden aplicarse exitosamente en la
poblacion (Altenhoefer y cols., 2004).

En esta tesis se profundizo en el estudio de la MccE492, pues no existia
informacién sobre los residuos importantes para la actividad de esia
bagcteriocina. Para esto se realizaron experimentos basados en la estrategia de
mutagénesis al azar encontrandose dos mutaciones que interfieren con la

secrecion de la MccE492 al medio extracelular, una mutacién que interfiere con
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et thicio de la traduccidon (Leiva, 2008) y una mutacidn que promueve la

agregacion de la MccE492.

4.1. Mutaciones en el péptido lider de la MccE492.

La exportacidn de la MccE492 al medio extracelular requiere de un
transportador ABC especifico y una secuencia del péptido lider especifica en el
extremo N-terminal de la MccE492 (Lagos y cols., 2001); éste posee un motivo
conservado glicina-alanina (del tipo doble glicina), que es esencial para la
exportacion. Se han descrito numerosos péptidos tanto de bacterias Gram
negativas (colicina V, microcina 24, PA4141 de Pseudonoma aeruginosa), como
de bacterias Gram positivas (lacticina 481, variacina, mutacina Il) que utilizan
este sistema de exportacion (Michiels y cols., 2004; Nagao y cols., 20086; Pons
y cols., 2002). En el desarrollo de esta tesis, se encontraron dos mutantes en el
motivo tipo doble glicina, con los siguientes cambios: PL-G18S y PL-G18D. La
caracterizacion de estas mutantes confirmd la necesidad de conservar estos

aminoacidos para la exportacién al medio extracelular.

4.2. Codon de inicio de la traduccion de la MccE492,

El plasmidio pBA posee un reemplazo en el quinto codén: ATG porGiG,
que cambia una metionina por una valina. Esta sustitucién no afecta a la
MccE492 madura y tampoco la cantidad que se produce. Durante la bisqueda
de microcinas mutantes sin actividad bactericida, se seleccioné un clon que

poseian la misma secuencia aminoacidica que la microcina producida por la
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construccion pBA, pero utilizaba el coddn GTA para la vailina en fa posicion 5.
{ os resuliados preliminares obtenidos en esta Tesis y complementados con los
obtenidos durante el desarrolio de la Tesis de Mario Leiva, determinaron que &i
aminoéacido 5 corresponde al coddn de inicio de la fraduccion de la MccE492,
gue inicialmente no fue detectado en la construccion pBA porque el codén GTG
puede ser utilizado como codén de inicio de la traduccién (Fotheringham y cols.,

1986; Sazuka y Ohara, 1996; Genser y cols., 1998).

4.3. MccE492 Q8H.

Durante este frabajo se obtuve una mutacion en la secuencia de &
microcina exportada, esta corresponde a la MccE492 Q8H. La caracterizacién
de esta mutante muestra que posee actividad bactericida sobre esferoplastos y
flue es capaz de formar canales idnicos in vifro. Estos resultados sugieren que
la ausencia de actividad se debe a la iﬁcapacidad de ingresar a fravés de ia
membrana externa de la bacteria sensible. Posteriores ensayos de cinéticas de
agregacion, demostraron que la MccE492 Q8H se agrega espontaneamente,
formando fibras amiloides. Por otro lado es posible observar a la MccE492 Q8H
en forma oligomérica en algunas purificaciones. Estos resuitados sugieren que
la MccE492 Q8H se agrega inmediatamente después de la exportacién, io cuat
fa inactivaria rapidamente. La actividad bactericida cbservada en esferoplastos,
puede explicarse por la presencia de pequefias proporciones de microcina
soluble posiblemente oligoméricas asociadas a las fibras, las cuales podrian

interactuar con la membrana citoplasmatica, formar canales i6nicos y matar a la
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bacteria. Una explicacion alternativa a esta observacion es que los oligémeros
de microcina Q8H son muy estables, pero su tamarfio no es el adecuado para
ingresar via receptores de membrana extema, los cuales podrian requerir que
la MccE492 se encuentre en forma de mondémeros. En los esferoplastos, estos
oligbmeros serian capaces de ingresar al periplasma y de ejercer su accion
bactericida (Figura 36).

La co-expresion de MccE492 silvestre y Q8H produce una mezcla que no
posee actividad bactericida. Esto indica que al momento de producirse ambas
microcinas interactuarian y probablemente hacia la formacién de agregados
inactivos. Esto podria explicarse por una aceleracién en la formacién de fibras
amiloides o fa transmisién de un cambio conformacional desde la MccE462
Q8H a la MccE492 silvestre que carece de actividad. Este proceso seria similar
al observado en el modelo de formacion de fibras, en el cual la etapa limitante
es la formacion de la semilla (Figura 36). Una vez que ésta se genera, ia
proteina soluble rapidamente se incorpora a la fibra amiloide (Westermark,
2003). Al realizar ensayos de co-incubacion in vitro de MccE492 silvestre y Q8H
no se observo la pérdida de actividad, lo cual sugiere que no existe un
infercambio de formas oligoméricas entre ambas microcinas. Una situacién
diferente ocurriria in vivo, pues en el proceso de exportacion la MccE492 sz -
encuentra desplegada, y una vez en el espacio extracelular se asociarian y
plegarian probablemente formando oligémeros mixtos los cuales son inactivos.

La MccE492 Q8H presenta unién a rojo Congo v tioflavina T, ambas
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Proteina nativa

Agregacion

Tiempo

B Fibras amiloides

T

Altas concentraciones
Microcina Q8H soluble asociada

Canal iénico Canal iénico

Bacterias intactas Esferoplastos

Figura 36: Modelo del comportamiento de la microcina Q8H.

La microcina Q8H posee una cinética de agregacion acelerada que lleva la formacién de fibras
amiloide. A: Modelo de la cinética de agregacion de las fibras amiloides. Se observa que el paso
limitante es la generacion de un nucleo o semilla, con linea punteada se sefiala el paso que
estaria favorecido por la MccE492 Q8H. La incorporacion de un nicleo o semilla a una muestra
de microcina soluble, acelera la generacion de fibras. La microcina Q8H podria actuar como una
semilla al encontrarse en presencia de microcina silvestre, acelerar la agregacion e inactivar a
la microcina. B: Modo de accion de la microcina Q8H en canales idnicos y esferoplastos. Las
fibras no poseen actividad bactericida. La microcina Q8H forma canales idnicos y es activa en
esferoplastos, lo cual indica que existe un defecto para atravesar la membrana externa. En el
lado derecho se esquematiza en esferoplastos, donde oligbmeros pequefios de microcina Q8H
podrian formar canales idnicos y matar a la bacteria.
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caracteristicas propias de fibras amiloide. Se estd analizando mediante
microscopia electronica la morfologia de las fibras de la mutante para evaluar si
estas son similares a las fibras de la MccE492 silvestre. A diferencia de lo
observado en las fibras producidas por la MccE492 silvestre, que son
mayoritariamente helicoidales, la MccE492 Q8H forma fibras planas. Esto ultimo

posiblemente esté relacionado con un aumento de las interacciones laterales.

4.4. Efecto de TonB en la actividad bactericida.

TonB es una proteina de la membrana citoplasmaética esencial para la
actividad de la MccE492. Este trabajo demuestra que el C-terminal de TonB es
necesario para el paso siguiente en la actividad bactericida de la microcina, ya
sea la formacion del poro, como parte del poro, o contribuyendo a la insercién
de la microcina en la membrana. Los resultados con las mutantes TonB S16L y
TonB A43-239 muestran que es necesario tener esta proteina en estado
funcional para observar la actividad bactericida, pues ambas mutantes
resultaron resistentes a la MccE492. Esferoplastos de la mutante TonB A43-239
son completamente resistentes a la MccE492, o que indica que no solo el
segmento transmembrana es necesario para la actividad, sino también el
dominio que interactla con los receptores. Por oiro lado esferoplasios de fa
mutante TonB S16L muestran sensibilidad a la MccE492, Ef residuo 16 de TonB
es esencial para la actividad de TonB (Larsen y cols., 2007). En presencia de
altas dosis de MccE492 (300ug/mL) los esferoplastos de células que expresan

TonB S161. son parcialmente sensibles, con un 10% de viabilidad. Por lo tanto,
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la MccE492 en el espacio periplasmaético, requiere de la secuencia completa de
esta proteina TonB, sin una estricta necesidad de que esta proteina sea
funcional. La literatura indica que el aminocdcide 16 es importante en la
interaccién de TonB con ExbB (Larsen y cols., 2007), una de las proteinas que
energiza a TonB permitiendo la transferencia de energia a la membrana
externa. Las células gque expresan TonB S16L. y la proteina de la inmunidad
MceB, siguen siendo sensibles a la accién de la microcina (en esferoplastos), a
diferencia de lo que occurre en presencia de TonB silvestre. Este resultade
indica que el segmento transmembrana de TonB, y especificamente el
aminoacido 16, también seria importante para la accidon de la inmunidad de Ia
MccE492. Una explicacion altemnativa es que se requiére de la proteina TonB
funcional para la actividad de la proteina de la inmunidad.

Recientemente se ha descrito que las proteinas MazYZ (permeasas de
manosa), que se ubican en la membrana citoplasmatica, son esenciales para la
actividad. Atin no se ha descrito el rol que estas proteinas cumplen en ia
actividad bactericida de la MccE492 (Bieler y cols., 2006). Esto abre la
posibilidad de que exista un paso posterior a TonB necesario para la actividad
de la MccE492, o bien la accidn en la membrana de TonB es conjunta con

ManYZ.

4.5. Fibras amiloides.

La MccE492 forma fibras amiloides durante la fase estacicnaria de

crecimiento bacteriano, o in vifro al incubarla a pH 7,0 durante 15 h,
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Experimentos in vifro o in vivo muestran que estas fibras carecen de actividad
bactericida y que existe una relacién directa entre la pérdida de la actividad en
fase estacionaria y la formacion de fibras (Bieler y cols., 2005). Se ha descrito
que durante la fase estacionaria de crecimiento bacteriano los genes mcelJ,
necesarios para la madificacion e ingreso de la microcina a la bacteria sensible,
no se expresan, por lo se presume que la MccE492 no modificada se
acumularia en el medio extracelular, promoviendo la formacion de semillas las
cuales captarian a la MccE492 soluble evitando su accién. A pesar de Ia
ausencia de actividad bactericida de las fibras de MccE492, nuestro laboratoric
en colaboracion con el laboratorio del doctor Claudio Soto, demostraron que
estas fibras disminuyen significativamente a viabilidad de lineas de células

tumorales.

4.5. Citotoxicidad.

E{ cancer es uno de los mayores problemas de salud publico, debido a
su alta prevalencia y mortalidad. La blsqueda de nuevos fratamientos para esta
enfermedad ha sido el objeto de estudio de numerosos grupos y con
aproximaciones experimentales muy diversas.

Se ha descrito que algunas bacteriocinas parcialmente purificadas
producidas por E. coli o Pseudomonas aeruginosa, tiene la capacidad de
disminuir la viabilidad de células malignas, causantes de cancer (Abdi-Ali y
cols., 2004). Estudios de nuestro laboratorio describieron que la MccE492 es

capaz de disminuir significativamente la viabilidad de algunas células
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eucaridticas. Estudios de la capacidad citotéxica de la MccE492 determinaron
que afecta a lineas de células tumorales, HelLa, B16 y Jurkat siendo inactiva en
cultivos primarios y lineas de células no tumorales (Hetz y cols., 2002). El
mecanismo por el cual ia MccE492 es toxica en estas células es por induccion
de apoptosis. Se ha observado activacion de caspasa 3, degradacion de DNA y
liberacion de calcio de los reservorios internos, tipicos de apoptosis. Pero altas
concentraciones de MccE492 en cultivo de estas células provoca muerte por
necrosis {Hetz y cols., 2002}.

La formacién de fibras amiloides se han asociado & enfermedad
neurodegenerativas y algunas enfermedades sistémicas como la diabetes
(Meng vy cols., 2007; Soto y Estrada, 2008). Las fibras asociadas a enfermedad
poseen como blanco distintas células, produciendo diversas enfermedades
dependiendo de la célula blanco de su actividad toxica (Angorogiannis y cols.,
2004, Glabe y Kayez, 2006). Durante afios se ha asociado un tipo de células
blanco para diferentes agregados amiloides, pero ain no se ha determinada
que factor dirige esta especificidad (Cecchi y cols., 2005). La toxicidad de las
fibras esta dada principalmente por estruciuras oligoméricas, o intermediarios
de la agregacion.

La citotoxicidad provocada por la MccE492 se observa con todas sus
formas: MccE492 modificada, microcina no modificada, microcina en forma
soluble y amiloide, lo cual indica que el efecto téxico se debe a una propiedad
de la MccE492, probablemente relacionada con la capacidad de formar canales

ionicos. Las fibras de MccE492 Q8H requiere menos tiempo para causar el
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efecto citotoxico en las células tumorales, lo cual podria deberse a que la
entrega de MccE492 en las células es mas eficiente en este mutante, o bien,

que las fibras de MccE492 Q8H poseen toxicidad mayor.

4.7. Efecto antitumoral de la MccE492.

El efecto antitumoral de las fibras de amiloide de la MccE492 silvestre se
evalud in vivo en el modelo de cancer murino, el melanoma B16 en ratones
C57/BL/6. Se eligid este modelo tumoral porque es muy agresivo, por tanto si
se observa algun efecto era plausible encontrar también buenos resultados en
ofros tumores. En el modelo de melanoma murino se observa un efecto
antitumoral significativo tanto en el volumen, como en.la masa de los tumores
cuando es administrada intratumoralmente. La administracién oral solo muestra
un retardo en el desarrollo de los tumores, cuando se evaliia el volumen de los
tfumores en el tiempo, pero la masa tumoral de los ratones tratados oralmente
con microcina resulté ser estadisticamente menor. Esta diferencia se pueds
atribuir a que muchos de los tumores crecen hacia el interior del animal, por lo
gque la estimacién del volumen del fumor esta sujeta a errores.

Se analizé el efecto antitumoral de las fibras de MccE492 en un modeio
de carcinoma de colon humano. Para desarroilar estos experimentos, utilizamos
ratones “nude”, los cuales permiten la implantacion de células humanas, ya que
carecen de sistema inmune. Los efectos observados en los tumores no se
deben a una reaccion inmune, sino que a una propiedad especifica de la

MccE492. Los resultados observados muestran que la MccE492, al igual que en

109




—

el modelo de cancer de melanoma murino, disminuye el desarrollo de los
tumores de carcinoma de colon humano, al ser administrado intratumoralmente.
La administracion oral de la MccE492 produjo la disminucién del tamario de los
tumores y en un 15% de los casos, produjo remision total. De esta manera el
uso en el tratamiento del cancer de una proteina bacteriana por via oral, y mas
aun, una proteina en forma amiloide, es algo no reportado hasta la fecha, y un
importante antecedente en la blsqueda de terapia para esta enfermedad. La
entrega oral de fibras amiloides puede haber sido un punto esencial en los
resultados obtenidos, pues estas fibras son resisten:ces a tratamiento de pH
acidos, como los del estébmago. Esto podria permitir que la microcina llegue a
los tumores sin afectar su actividad. Se ha descrito qLe los amiloides pueden
ingresar a la circulacién, pues en el caso de la enfermadad de Creutzfeldt-Jakob
producida por la proteina prionica, que forma amiloide, es ingerida en la carne
contaminada y posteriormente ingresa al cerebro donde transforma la proteina
prionica humana a la forma patdgena (Wadsworth vy cols., 2007).

Los resultados de esta Tesis indican que la MccE492 puede ser utilizada
tanto como antibidtico sobre bacterias Gram negativas, como en el tratamiento
de carcinoma de colon sin producir efectos téxicos, lo cual la convierte en un
modelo de estudio de los mecanismos involucrados en la toxicidad de ambos

tipos de céluias.
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% B, Conclusiones

Ei aminoacido 8 {glutamina) de la MccE492 madura esta implicado en la
interaccioén enire monémeros. Su reemplazo por histidina produce una
microcina que se agrega rapidamente y que no puede atravesar la

membrana externa.

La MccE492 una vez en el periplasma no requiere de la proteina TonB
funcional para ejercer su actividad bactericida. El carboxilo terminal de
esta proteina es necesario para la accion té)'(ica de la MccE492. La

proteina de la inmunidad requiere de TonB funcional.

Las fibras de MccE492 son toxicas para las células eucariotes y esta
toxicidad es especifica para algunos tipos de lineas tumorales, sin

afectar cultivos primarios o lineas no tumorales.
La MccE492 disminuye el volumen y la masa de tumores de melanoma

murino B16 y carcinoma de colon humano HT29, al ser administrada por

via intratumoral y oral.
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