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II RESUMEN EJECUTIVO

El proyecto de Desarrollo e Innovacion en Biotecnologia 2001, tuvo como proposito la
generacion biotecnologica de péptidos antimicrobianos a partir de moluscos marinos a fin
de que sean caracterizados y evaluado su efecto sobre patogenos asociados a recursos
productivos acuicola y agricolas chilenos. Como lineas parentales para la seleccion de los
péptidos se utilizaron las especies Mytilus chilensis, Mytilus galloprovincialis y Argopecten

purpuratus.

En el primer periodo comprendido entre Enero y Abril 2002 se seleccionaron secuencias
que codifican para péptidos tipo defensina en Mytilus chilensis y M. galloprovincialis las
que fueron utilizadas como parentales para la construccion de quimeras mediante la técnica
de DNA Shuffling. Empleando partidores degenerados, disefiados a partir de una base de
datos, sobre el DNA gendémico de M. chilensis y M. galloprovincialis y a partir de cDNA
de M. chilensis, se obtuvieron las secuencias nucleotidicas correspondientes a las
moléculas parentales de defensina de ambos mitilidos. La recombinacion genética inducida
entre bloques de secuencias  codificadoras nos permitié obtener un banco de

homoquimeras y heteroquimeras de ambos mitilidos.

En el periodo mayo-noviembre de 2002, se obtuvo la secuencia quimérica Q-1, desde ahora
Q27, la que fue caracterizada y secuenciada. La diferencia en la quimera esta circunscrita a
un nucledtido en fase con el ORF codificante del péptido lo que se traduce en el cambio de
un aminoacido, K por R, que en el contexto total de aminoacidos de un péptido
antimicrobiano, de 15 a 60 aa, puede significar una variacién significativa en la
funcionalidad de la molécula. En este caso aumenta su hidrofobicidad (de - 3,9 a—4.5) una
de las caracteristicas que potencian la interaccion con las membranas bacterianas y por
ende un eventual incremento en su actividad especifica. La clonacion de Q27 en el vector
de expresion PCX TOPO de Caulobacter crescentus, permitié obtener la quimera como
proteina de fusion asociada a un polipéptido indicador, el cual dirige la exportacion del

hibrido al medio de cultivo de la bacteria huésped.




En el periodo Diciembre de 2002 — Mayo de 2003 se determiné que este sistema de
expresion no fue 6ptimo debido a que la proteina indicadora, RsaA, bloqueé la actividad
antimicrobiana de la Q27. Por otra parte la purificacion por HPLC en fase reversa, del
péptido quimérico y de las lineas parentales, expresados en el sistema de Caulobacter
arroj6 concentraciones insuficientes para determinar las actividades antimicrobianas
comparativas. El péptido elegido como control fue la peneidina (P3a) del camardn Penaeus
vannamei que fue clonado en el mismo vector y sometido a las mismas condiciones de
expresion en que se encuentran los clones de las lineas parentales de mitilidos asi como el
de la quimera Q27. A consecuencia de esto decidimos adoptar otra estrategia de expresion,
reclonando los péptidos en el vector pCX libres de la proteina exportadora en Eschericha
coli. Adicionalmente, con el fin de ampliar las posibilidades de recombinaciones, se
incorporé la secuencia parental de defensina de la especie Argopecten purpuratus ,
generandose un banco de veinte nuevos clones potencialmente quiméricos, de los cuales se

caracterizaron el clon 37 y el clon 40.

Durante el periodo, Junio-Octubre de 2003, los clones Q27, Q37 y Q40 fueron subclonados
en los vectores de expresion de E. coli pCX que expresa el péptido al interior de las
bacterias TOP, y en pET 27 b, que cuenta con una corta secuencia de exportacion hacia el

espacio periplasmico (pel B) de la cepa bacteriana BL 21. Ademas se selecciond otro clon,
Q74.

Los recombinantes debidamente purificados fueron sometidos a secuenciacién para
comprobar su variabilidad en relacion a las lineas parentales. La estimacién de las
secuencias aminoacidicas determind que Q37 y Q74 son héteroquimeras derivadas de la
recombinacion de las especies Argopecten purpuratus 'y Mytillus galloprovincialis , Q40
es una homoquimera de Argopecten purpuratus con mutacién puntual y Q27 una

homoquimera de Mytillus galloprovincialis también con mutacion puntual.

La purificacion parcial de los péptidos se logré por cromatografias de intercambio anidénico
en sulfoetil sefarosa y de interaccion hidrofobica en SepPakC-18. La caracterizacion

electroforética, indicé que las quimeras tienen pesos moleculares aparentes de 10,6 kDa, lo



que sugiere que estan unidas a la secuencia sefial de exportacion pelB. Al evaluar su

actividad antimicrobiana resulté superior a la de las lineas parentales.

Como resultado del proyecto se ha logrado expresar en E. coli BL 21 péptidos parentales
del tipo defensina de los moluscos chilenos Mytilus chilensis y Argopecten purpuratus.
Ademas se han generado y expresado cuatro quimeras derivadas de los parentales Mytilus
galloprovincialis 'y Argopecten purpuratus con un amplio rango de actividad
antimicrobiana superior a la de los parentales, sobre bacterias Gram + y hongos, siendo

principalmente de caracteristicas antifingicas.

Por lo anterior podemos afirmar que el impacto cientifico del proyecto ha sido el desarrollo
biotecnoldgico evidenciado en la capacidad de generar nuevas moléculas antimicrobianas,
con secuencias nucleotidicas modificadas que pueden ser expresadas en sistemas
heterélogos. Este ultimo hecho permite estimar una producciéon masiva en biorreactores,
que proporcionaria cantidades suficientes para su aplicacion en el campo. Ademas las
quimeras presentaron una mayor actividad sobre hongos o bacterias con respecto a las
naturales, por lo que el efecto antimicrobiano se consigue con menores concentraciones y

por lo tanto resultarian mas eficientes frente a patdgenos.

El impacto econémico del proyecto surgira cuando las moléculas descubiertas se empleen
en el desarrollo de productos que llegaran a usuarios finales a través del mercado. Para que
ello ocurra, serd necesario evaluar las posibles aplicaciones a fin de disefiar nuevos
productos, patentarlos y entregar las licencias a fabricantes que se encarguen de producirlos
en forma masiva. En otros paises en que grupos de investigacion estan desarrollando este
tipo de moléculas han concitado alto interés de las empresas del sector biotecnolégico, al
permitirles el desarrollo de nuevos proyectos de inversion rentables. Considerando como
referencia un producto de utilizacién en la acuicultura, que la Pontificia UCV ha licenciado
a una compafiia farmacéutica extranjera, se podria pensar que los péptidos generarian
productos por US$6 millones anuales, dependiendo del tamafio del mercado. El valor
socio-econémico de los péptidos quiméricos debiera ser elevado, si se considera que
podrian solucionaran problemas que actualmente requieren grandes inversiones para

evitarlos, como por ejemplo en el combate de hongos en la salmonicultura que genera




pérdidas por US$30 millones en este sector. Adicionalmente podrian ser una solucién a la
situacion residual de antibidticos y otros elementos quimicos en la carne de salmon, que
actualmente estd motivando rechazos de envios en mercados internacionales, con el
consecuente deterioro de la imagen pais. Por tratarse de descubrimientos recientes y de una
materia prima que debera ser investigada en detalle para su uso en distintos productos, es
imposible tener una evaluacion precisa de su impacto econémico actual. Esto se resolvera
con subsiguientes evaluaciones econdmicas privadas que se deberan realizar para
determinar los flujos y las inversiones necesarias para concebir, crear, desarrollar, producir

y comercializar cada producto.

El descubrimiento de moléculas naturales con efectos antimicrobianos es una actividad
intensiva en investigacion cientifica que se ha estado promoviendo apenas en los tltimos
cinco aflos en Chile. Por esta razon, se puede indicar que este proyecto FIA se contextualiza
en un proceso inicial que busca otorgar importancia a esta linea de trabajo. Los impactos
inmediatos son Unicamente informativos sobre las posibilidades que nos ofrecen estos
péptidos, no obstante que al descubrir moléculas con actividades antibacterianas y
antifiingicas concretas como sucedié con este proyecto, las expectativas que se esbozan

llevan el tema a un sitial importante desde el punto de vista de la industria farmacéutica.

Se descubrieron cuatro moléculas con propiedades antimicrobianas, dos de las cuales son
antifungicas (Q-27 y Q-37) y dos adicionales con efectos antibacterianos (Q-40 y Q-74).
Para materializar productos concretos, existe el proximo desafio de generar péptidos puros,
establecer con precision la diversidad de enfermedades microbianas que pueden ser
abatidas con estas moléculas, disefiar y desarrollar productos para su aplicacion de acuerdo

a las necesidades.

Otro aspecto relevante destacar, es la necesidad de proteger la propiedad industrial de las
moléculas funcionales descubiertas en este proyecto a través del patentamiento de ellas y de
sus aplicaciones en productos, lo que enriquecera el patrimonio intelectual del pais en el

contexto internacional.



Al culminar el proyecto se efectué el Primer FORO “Biotecnologia Acuicola y Agricola:
del Laboratorio al Mercado”. Se realizo en los dias jueves 13 y viernes 14 de mayo en el
Circulo Espafiol de Viiia del Mar. Cont6 con la presencia inaugural del Sr. Intendente de la
V Region, don Luis Guastavino; el Rector de la Pontificia UCV y otras autoridades
universitarias y del FIA. Tuvo asistencia de 66 profesionales del area biotecnolégica y
empresarial. Detalles del programa se presenta en el folleto adjunto. Este evento impact6 en
la region, debido a que el Gobierno Regional manifesto interés en geolocalizar este tema en
la zona. El encuentro se caracterizd por enfatizar la posibilidad que estos descubrimientos

biotecnologicos se incorporen lo mas rapido posible en los mercados.



IIT TEXTO PRINCIPAL

1. Breve resumen de la propuesta con énfasis con objetivos, justificacion del
proyecto , metodologia , resultados e impactos esperados.

La propuesta plante6 la generacion biotecnologica de péptidos quiméricos a partir de
péptidos antimicrobianos nativos de moluscos chilenos y la evaluacion de su efecto sobre
patdgenos asociados a recursos productivos acuicola y agricola chilenos. Pudiendo surgir
como los antibidticos de nueva generacion que influyan en el aumento de la produccion
agricola y acuicola sin provocar efectos no deseados en el medio ambiente . La justificacion
de esta propuesta se basa en dos puntos generales 1. La necesidad de aumentar el grado
de participacion competitiva del pais en el ambito acuicola y agrondémico a nivel
internacional, manteniendo producciones sin alteraciones en el tiempo y 2. La proyeccion
de la biotecnologia como instrumento de ayuda a la autosustentabilidad futura. Por otra
parte, con un enfoque mas puntual, nuestra propuesta tiene un aporte biotecnolégico que
estd sustentado en la generacion de péptidos antimicrobianos quiméricos de modo que se
amplie el rango de moléculas disponibles para facilitar su manejo. Su obtencion se basa en
la induccion evolutiva de recombinaciones de bloques de secuencias por la técnica del
“DNA shuffling”, debido a que hay prolijjos estudios evolutivos sobre las defensinas
animales, donde se ha demostrado que a pesar de la versatilidad de origen y funciones de
éstos péptidos, conservan unidades comunes que pueden ser magnificadas
biotecnolégicamente. Aunque su origen estd en invertebrados marinos, estas moléculas se
proyectan con un gran potencial farmacologico, no solamente para la acuicultura, sino
también para el control fitosanitario del area agricola, puesto que se ha demostrado que
péptidos antipatogénicos de organismos animales, muestran la misma actividad contra
agentes patdégenos de plantas, abriendo asi interesantes perspectivas para enfrentar el
problema de manejo eficiente de las enfermedades vegetales producidas por bacterias y

hongos.




2. Cumplimiento de los objetivos del proyecto

El objetivo especifico que considerd la obtencion de quimeras a partir de secuencias
codificadoras de genes asociados a defensinas de Mytilus chilensis y de Mytilus
galloprovincialis se modificd para considerar las secuencias de defensinas presentes en

cualquier molusco marino para ampliar las posibilidades de obtencion de heteroquimeras.

El objetivo especifico que considerd la expresion de parentales y quimeras en el sistema
heterdlogo de Caulobacter se cambi6é a E.coli porque la proteina exportadora RSA inhibe
la actividad antibacteriana. En este caso el péptido estd asociado a pelB y Histag pero no

pierde su actividad.

La purificacién de los péptidos mediante cromatografia de fase reversa, HPLC tuvo la
desventaja de que la recuperacion de las muestras fue escasa lo que determina la poca
proyeccion en procesos preparativos, por lo que la purificacion se logré por cromatografias

de intercambio anidnico en sulfoetil sefarosa y de interaccion hidrofobica en SepPakC-18.

La técnica de digestion de hibridos con la enzima S-1 reemplazé a la de caracterizar clones
mediante DGGE. Esta nueva técnica permite discriminar secuencias hibridas generadas por
el proceso de shuffling que se diferencian de los parentales desde un par nucleétidos. Estas
diferencias se establecieron mediante hibridizacion molecular entre las moléculas
parentales (M. chilensis, M. galloprovincialis, A. purpuratus) y las quimeras provenientes

del proceso de recombinacion.

La caracterizacion de los péptidos purificados por IEF seguidos de 2-D-PAGE no fue
posible dado que todos ellos tuvieron un punto isoeléctrico que esta fuera de los rangos de

los anfolitos comerciales disponibles.




En relacion a los impactos obtenidos, debemos destacar tres hechos fundamentales.

Primero, la factibilidad de generar a partir de secuencias parentales que codifican péptidos

inmunolégicos en bivalvos marinos, péptidos hibridos con actividad antimicrobiana

mejorada sin citotoxicidad. Segunda, la expresion masiva de dichos hibridos en sistemas

genéticos heterélogos conservando su actividad. Tercero, el disefio de una metodologia de

purificacion simplificada y eficiente que potencia el escalamiento comercial de estas

moléculas.

3. Aspectos metodolégicos del proyecto

Descripcion de la metodologia efectivamente utilizada

Principales problemas metodoldgicos enfrentados

Adaptaciones o modificaciones introducidas durante la ejecucion del proyecto y
razones que explican las discrepancias con las metodologia inicialmente propuesta
Descripcion detallada de los protocolos y métodos utilizados, de manera que sea facil

su comprension y replicabilidad.
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GLOSARIO DE ABREVIACIONES Y SIGLAS

B5 BAC Cepa de Caulobacter crescentus utilizada para propositos de expresion.

BamHI Enzima de restriccion que reconoce y corta en el sitio de restriccion
BamHlI, y que puede ser utilizado para generar extremos cohesivos para
el clonamiento de DNA. Se utiliza en conjunto con Ncol o Ndel para clonar
direccionalmente el gen de interés en pET27.

BL21 Cepa de Escherichia coli utilizada para propositos de expresion.

BLAST (Basic Local | Programa de busqueda para el alineamiento de secuencias, comparando

Alignment Search | una secuencia nueva (query) con secuencias similares conocidas en

Tool) bases de datos

CLUSTAL Programa de alineamiento de multiples secuencias. Calcula el mejor
match entre las secuencias seleccionadas y los ordena de tal manera de
poder observar sus identidades, similitudes y diferencias.

DNA Constituye el material genético de la mayoria de los organismos. Es el

(Deoxyribonucleic material del que estan formados los genes, siendo éstos secuencias que

acid o acido | codifican para un polipéptido o un ARN funcional.

desoxirribonucleico)

DNasa |
(Desoxirribonucleasa
[

Enzima que degrada DNA en fragmentos en forma al azar variando
dependiendo del cofactor utilizado (Mn o Mg). Permite generar fragmentos
de DNA que pueden ser recombinados mediante DNA shuffling.

EDTA Reactivo que puede ser utilizado entre otras aplicaciones para detener la

DNasa (luego de fragmentar DNA que se va a utilizar para DNA shuffling).
Enzima o Nucleasa que reconoce secuencias nucleotidicas especificas en el DNA, y
endonucleasa de que corta el DNA por ese sitio. Se utilizan en la construccién de moléculas
restriccion de DNA recombinante.

FBS (Fetal Bovine
Serum o suero fetal
bovino)

Aporta factores de crecimiento esenciales para el crecimiento de muchas
lineas celulares, entre ellas la linea celular CHSE-214.

HEPES
(Hydroxyethyl
Piperazineethane
sulfonic acid)

Buffer utilizado en cultivo celular para mantener el pH fisiol6gico

MEM (Minimal
Essential Medium o
medio minimo

Medio utilizado para mantener muchas lineas celulares, entre ellas la
linea celular CHSE-214.

esencial

Ncol Enzima de restriccion que reconoce y corta en el sitio de restriccion Ncol,
y que puede ser utilizado para generar extremos cohesivos para el
clonamiento de DNA. Al clonar el gen de interés en pET27, en el sitio
Ncol, este queda en fase con la secuencia del péptido sefal pelB.

Ndel Enzima de restriccidn que reconoce y corta en el sitio de restriccion Ndel,

y que puede ser utilizado para generar extremos cohesivos para el
clonamiento de DNA. Al clonar el gen de interés en pET27, en el sitio
Ndel, se elimina la secuencia del péptido sefial pelB.

ORF (Open Reading
Frame o marcol/fase
de lectura abierto)

Trecho de nucleétidos que empieza con un coddén de iniciacién y que tiene
una serie de codones que codifican aminoacidos, seguido de uno o mas
codones de terminacion.

Partidor (primer) Oligonucleétidos que hibridan con las secuencias flanqueantes del
segmento a amplificar. Generalmente se utilizan dos partidores diferentes
en PCR

Partidor ANT Partidor de la hebra antisentido del DNA doble hebra.
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Partidor SEN

Partidor de la hebra sentido del DNA doble hebra.

PBS (Phosphate
Buffered Saline)

Suero que se utiliza para mantener el agua dentro y fuera de la célula
balanceado, por lo que entre otras aplicaciones se utiliza para la dilucion
de soluciones y lavado de células.

PCR (Polymerase
Chain Reaction o
reaccion en cadena
de la polimerasa)

Técnica que permite amplificar segmentos de DNA especificos. Consta de
tres etapas: denaturacion del DNA templado en cadena sencilla,
alineamiento de los partidores y extension de los partidores por la DNA
polimerasa. Técnica que puede ser utilizada entre otras aplicaciones para
el clonamiento de DNA.

pCX-TOPO

Vector de expresion, que utiliza el promotor fuerte e constitutivo (en
Caulobacter) de lactosa. Presenta la posibilidad de expresar la proteina
como proteina de fusién (RsaA), que dirige su exportacion al medio de
cultivo. Su naturaleza TOPO permite clonar producto PCR directamente,
haciendo innecesario el uso de enzimas de restriccion.

pET27

Vector de expresion, que utiliza el promotor fuerte e inducible de T7 RNA
polimerasa. Presenta la posibilidad de transporte de la proteina al
periplasma gracias a un péptido sefial (pelB).

PYE (Pyruvate Yeast
Extract)

Medio de proposito general para Caulobacter y que es usado para
mantener los cultivos.

Q1, Q27, Q37, Q40 y
Q74

Diferentes quimeras generadas por DNA shuffling.

Q1-RsaA:
Q1

Quimera

unida a proteina de fusiéon RsaA.

RT-PCR (Reverse
Transcription PCR o
PCR en transcripcion

Técnica que permite generar DNA a partir de RNA. Consta de dos etapas:
Sintesis de cDNA a partir del RNA y PCR. Técnica que puede ser utilizada
entre otras aplicaciones para medir la expresién de un gen determinado.

reversa)

SDS-PAGE (SDS- | Técnica de separacion de proteinas por su tamafio y no por otras

Polyacrylamide gel | propiedades fisicas, no siendo afectada la separacion por la carga y forma

electrophoresis de las proteinas, que es anulada gracias a la accién del SDS.

SepPak C-18 Columna para extraccion en fase soélida.

Southern Blot Técnica de transferencia del DNA a una membrana, que puede a su vez
ser hibridada con una sonda especifica. Técnica que puede ser utilizado
entre otras aplicaciones para determinar el nimero de copias de un gen
en un genoma determinado.

TBE (Tris Borate Buffer de electroforesis. Siendo la electroforesis una técnica utilizada

EDTA) entre otras aplicaciones para separar segmentos de DNA por su tamario.

TOP10 Cepa de Escherichia coli utilizada con propositos generales de
clonamiento.

Vector de | Vector que se utiliza solo para conservar y amplificar un gen en forma

clonamiento

estable.

Vector de expresion

Vector que presenta un promotor fuerte, sitio de uniéon a ribosoma, y que
permite generar altos niveles de transcripcién y traducciéon de las
secuencias de DNA clonadas, permitiendo por lo tanto generar una gran
cantidad de la proteina recombinante deseada.
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ETAPA Enero - Abril de 2002

3.1 Procedimiento de obtencion de parentales y construccion de quimeras

Sobre el DNA genémico de M. galloprovincialis y el cDNA de M. chilensis, con los
partidores degenerados se obtuvieron productos de amplificacion cuyas secuencias
nucleotidicas correspondieron a las moléculas nativas de defensina de ambos mitilidos. Los
partidores se disefiaron en base a las secuencias descritas para defensinas de mitilidos. Para

de amplificacion en el termociclador se empleo el programa detallado en la tabla I.
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Tabla I. Programa de amplificacién por PCR para el termociclador Perkin Elmer

Cetus “DNA Thermal Cycler 480”

Temperatura(® C) Tiempo Ciclos Objetivos Niumero de programas
en ciclador

95 10 min 1 Denaturacion 19

95 30 seg 3 |Apareamiento de 20
baja estrictez.

49 15

72 5

95 15 seg 34 | Apareamiento de 21
alta estrictez.

57 15

72

72 4 min 1 Extension final 22

10 99 hrs permanente 23

Cuando fue pertinente, se incluyd un paso de incubacion a 60 °C durante 90 min, para

favorecer la adicion de una adenina en los extremos 3’ de las moléculas.

Las condiciones de la reaccion de amplificacion mas usualmente empleadas fueron:

DNA gendémico 25-50 ng/reaccién
Tampon PE x10 tipoI  1/10 volumen
dNTPs 10mM 0,8mM

MgCl, 25mM 2mM final
Partidores 10uM 0,5uM c/u

Tagq DNA pol 0,025 U/uL

Agua para un volumen final de 12,5 uL
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Las moléculas nativas o parentales del cDNA de M. chilensis y la genomica de M
galloprovincialis (1pg de cada uno) previamente desnaturalizadas con calor, se sometieron
a una pre incubacién por 3 min a 37° C y luego a digestion con DNAsa I (5U) durante 20
min a 37° C en tampén Tris 50mM (pHS,5); MgCl, SmM; BSA 50ug/ mL, condiciones
que favorecen el corte sobre DNA de hebra simple y con un nivel de actividad enzimatica
de un 3% del optimo, a fin de generar un nimero reducido de cortes. La reaccion se detuvo
por enfriamiento y adicion de un exceso de EDTA (10 puL de EDTA 0,5M) y luego se
extrajo con fenol:cloroformo seguido de precipitacion alcohdlica. Con este material se
procedio a realizar dos experimentos paralelos de Shuffling a fin de generar recombinantes

quimeras.

3.1.1 Experimento 1

El DNA digerido con DNAsa I, se someti6 a ligacion con RNA-ligasa de T4, enzima capaz
de ligar moléculas de hebra simple. Se realizaron tres mezclas de ligacion: 1) s6lo DNA de
M. chilensis; 2) s6lo DNA de M. galloprovincialis y 3) mezcla 1:1 de DNA de M
chilensis - M. galloprovincialis. Las mezclas se incubaron por 2,5 horas a 37° C y después
se emplearon como sustrato (en una concentraciéon aproximada de 30 ng/pl) para
amplificacion por PCR empleando los partidores habituales SEN C y ANT A2, que definen
los extremos de la secuencia de DNA correspondientes al péptido maduro. Con esta
condicion, sélo aquellos productos de ligamiento que se hayan generado y que lleven las
regiones de asentamiento de los partidores a una distancia equivalente a la de las
moléculas nativas, seran posteriormente seleccionadas a favor. Los productos de una
primera amplificacion fueron seleccionados por tamafio mediante electroforesis en gel de
agarosa al 2,5%, empleando como control de tamafio el DNA parental de M. chilensis y de
M. galloprovincialis. Para ello, se cortd desde el gel de agarosa la region que lleva DNA de
un tamafio similar al control y se purificé por columnas. Este DNA fue empleado para
montar reacciones de ligacion con el vector pCR II TOPO de Invitrogen para productos de
PCR. Una porcion de la mezcla de ligacion se utilizé para transformar células quimio
competentes de E. coli TOP 10. Los clones obtenidos fueron replicados en placas de medio
LB-agar con ampicilina (100 pg/ml) y luego analizados mediante amplificaciéon por PCR

empleando los partidores SEN C y ANT A2.
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Los productos de amplificacién de los diversos clones obtenidos para las tres mezclas de
ligamiento realizadas, fueron analizadas y seleccionadas por su migracion electroforética

en gel de agarosa al 2,5% (figura 3).

En vista que el poder resolutivo de los geles de agarosa es limitado, se procedié a un nuevo
paso de seleccion de los clones. Para ello, una muestra del producto de amplificaciéon por
PCR de cada clon se sometid a electroforesis en gel nativo de poliacrilamida al 8 %. La
siguiente etapa de caracterizacion de las secuencias quimeras se hizo mediante digestion
enzimatica con nucleasa S1 de hibridos entre las diferentes homo y hetero quimeras y los

parentales correspondientes.

3.1.2 Experimento 2

En esta ocasion, sobre ambos DNAs parentales se realizaron amplificaciones por PCR
empleando el DNA digerido con DNAsa I como partidor para la reaccion de la Tag DNA
polimerasa. Asi, el molde sobre el cual se realiz6 la amplificacion, definio el tamafio de los
productos obtenidos. El uso como partidores de los fragmentos de la digestion con DNAsa I
gener6 la variabilidad interna de las moléculas. Variabilidad que fue incrementada al
realizar amplificaciones directas y cruzadas entre el DNA molde de un parental y el empleo

de “partidores” provenientes de la digestion del DNA del otro parental.

Se realizaron dos rondas de amplificacion para cada uno de los casos (Mch-Mchy; Mch-
Mg,; Mg-Mg, y Mg-Mch, Mch es M. chilensis y Mg es M. galloprovincialis “p” indica
que se empled como partidor el DNA de ese parental). Como en el experimento anterior, el
DNA producto de ambas amplificaciones se mezcld y purificod por columna para productos
de PCR. Una porcion de cada tipo, se empled para montar reacciones de ligamiento con el

vector para productos de PCR pCR II TOPO y la posterior transformacion de E. coli.
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3.2 Caracterizacion de clones quimera mediante digestion con Nucleasa S1.

Tanto las moléculas parentales como las quimeras seleccionadas previamente por
electroforesis, se sometieron a desnaturalizacién térmica y enfriamiento violento a fin de
obtener moléculas monocatenarias. Estas fueron mezcladas en frio en proporciones
equivalentes en diversas combinaciones con respecto a las parentales. Estas combinaciones
dirigidas, se sometieron a un proceso de reasociacion por calentamiento y enfriamiento
gradual, seguido por una incubacién a 37° C a fin de consolidar la formacion de hibridos. A
continuacion, estos hibridos fueron sometidos a digestion con la Nucleasa S1. Esta enzima
que reconoce y corta DNA de hebra simple, permitio cortar aquellos puntos, incluso a nivel
de un nucledtido, o regiones de longitud variable donde existia incomplementariedad de
bases y por lo tanto DNA de hebra simple. La incubacién de los hibridos en un tampon a
pH 4,5 que incluye sales de sodio y zinc, se realizé a temperaturas entre 37° y 65°C. Dentro
de este rango, se debid establecer empiricamente aquella temperatura que permitio la
existencia estable de las regiones apareadas o desapareadas dentro del hibrido. Los
productos de digestion con la nucleasa se resolvieron mediante electroforesis en gel de
agarosa al 2,5%, o nativos de poliacrilamida al 8%, teniendo como controles a hibridos
entre los parentales tratados con nucleasa S1. De este modo, a mayor numero de
fragmentos generados a partir de cada hibrido, mayor grado de divergencia de secuencia
obtenida en el o los clones quimera analizados. Posteriormente el grado real de divergencia

se establecio por la secuenciacion del hibrido o hibridos seleccionados.

Etapa Mavo-Noviembre de 2002

3.3 Generacion de quimeras entre secuencias codificadoras de defensinas de Mytilus

chilensis y Mytilus galloprovincialis.

Mediante digestion con S1y reconstitucion por PCR en base a tamaiios selectivos.
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3.3.1.1 Determinacion espectrofotométrica por variacién de valores de absorbancia
a 260 nm de la reasociacion de DNAs parentales.

Estas mediciones permitieron determinar experimentalmente, la mejor temperatura para la
formacién estable de hibridos entre las moléculas parentales de M. chilensis (Mch) y
M.galloprovincialis (Mg), que presenten el apareamiento mas eficiente o con el menor
nimero de bases mal apareadas para homohibridos (reasociacion de la doble hebra
parental de cada tipo) o bien para heterohibridos (reasociacién entre moléculas de hebra
simple de ambos tipos parentales mezclados). Esto permitié determinar las eventuales
moléculas quiméricas resultantes del DNA shuffling, dado que de existir éstas, se
formarian “burbujas” (o regiones sin apareamiento) s6lo en aquellas regiones del hibrido

en que existan diferencias de secuencia cuando se hibridan con las lineas parentales.

Las mediciones se realizaron en un espectrofotometro Perkin Elmer UV/VIS
Lambda EZ 201, con circulacion continua de agua en la cubeta, y los datos resultantes se

registraron ya normalizados con el programa PESSW 1.2.

La capacidad resolutiva del espectrofotometro fue determinada por la lectura de una
muestra de 500 ng DNA de Mch disuelto en agua. Se establecieron los valores de
Absorbancia antes y después de la desnaturalizacion por calentamiento de la muestra a 100

°C durante 6 minutos seguidos de un brusco enfriamiento en hielo:

» Absorbancia inicial (previa al calentamiento) = 0,044

» Absorbancia final (posterior al calentamiento) = 0,071
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Esta diferencia de valores fue considerada en el anélisis de las eventuales quimeras.

El calculo teérico de la Tm para estos DNAs se establecio aplicando la siguiente

formula:

Tm = 81,5 + 16,6 x log M Na +0,41 x (% GC) - 0,6 x (% formamida) — 600/N

» M, concentracion molar de iones Sodio

» N, namero total de bases de la molécula

Esta formula se aplico bajo las siguientes condiciones:

» Concentracion Molar de Sodio entre 0,01 y 0,4 Molar
» DNA cuyo contenido de GC esta entre 35 y 70%
» Aplicable a hibridos de DNA-DNA

3.3.1.2 Caracterizacion de secuencias quiméricas por digestion con Nucleasa S-1

En genética molecular, poder determinar mutaciones de una sola base es crucial. La
metodologia de digestion con nucleasa S-1 permitié discriminar secuencias a nivel de
nucleétidos. La enzima S-1 reconoce y corta DNA de hebra simple, tanto aquellos puntos
que difieren en un nucle6tido, como aquellas regiones de longitud variable, donde exista
falta de complementariedad de bases. Las diferencias generadas por el proceso de shuffling
se establecieron mediante hibridacion molecular entre las moléculas parentales de M.
chilensis y M. galloprovincialis con aquellas provenientes del proceso de recombinacién.
De este modo, a mayor numero de fragmentos generados a partir de cada hibrido, mayor

grado de divergencia de secuencia obtenida en él o los clones quimera analizados.
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» ElDNA de M. chilensis, de M. galloprovinciales y una mezcla 1:1 de ambos, ~500ng
por reaccion, se resuspendié en tampén S1, se desnaturalizé por 10 min a 95°, y se
enfri6 inmediatamente en hielo.

» Se incubd en termociclador por 10 min, consecutivamente, a cada temperatura de 65°,
55°, 37° para apareamiento.

» Se adiciond nucleasa S1 (a una proporcion de 0,67 U/uL de reaccién) e incub6 a 37°
durante 30 min, tomando alicuotas a los 5, 10, 20 y 30 min.

» Se detuvo cada reaccion adicionando un exceso de EDTA (11,1 mM final).

Las muestras fueron luego analizadas en gel de poliacrilamida nativa al 12%, junto a un

marcador de tamafio molecular, y un DNA parental control sin tratamiento.

En base a este resultado, se realizaron mediciones de efecto hipercromico, que correspondio
al aumento de la absorbancia del DNA a 260 nm, al desnaturalizarse progresivamente con

el incremento de la temperatura.

3.3.1.3 Medicion de la Actividad de la Nucleasa S1 sobre DNAs Parentales, sin

Incubacion Previa de Apareamiento.

3.3.1.3.1 DNAs sin denaturalizar.

Se resuspendi6 aproximadamente 1 pg de cada DNA parental, en tampdn S1.
Se adicion6 Nucleasa S1 a una concentracion final de 0,5 6 0,25 U /uL de reaccion.

Se incub6 a 37°C, y se tomo una alicuota a los 30 y 60 minutos.

Se detuvo la reaccion por adicion de EDTA frio a una concentracion final de 22,2 mM y

posteriormente se mantuvo en hielo.
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3.3.1.3.2 DNAs denaturados previo a incubacion con enzima S1.
Protocolo:
» Resuspender aproximadamente 1,5 pg de cada DNA parental, o una mezcla 1:1 de los
mismos en tampdn S1. Cubrir con aceite mineral.
» Desnaturalizar por calentamiento a 95°C durante 10 min, y enfriar inmediatamente en
hielo por >2 min.
» Adicionar Nucleasa S1 a una concentracion final de 0,033 6 0,167 U /uL de reaccion.
» Incubar a 37°C, y tomar una alicuota a los 5, 10 y 20 minutos.
» Detener la reaccion por adicion de EDTA frio a una concentracion final de 22,2 mM y
posteriormente mantener en hielo.
» Resolver los productos de digestion de las etapas A y B por electroforesis en gel de

agarosa al 2,5%

3.3.2 Marcaje de la Sonda de Hibridizacion para Deteccion por Southern Blots

3.3.2.1 Preparacion de la muestra

Protocolo:

Diluir el DNA que serd marcado a una concentracion de 10 ng/ul usando agua. La
concentraciéon de sal en la muestra de acido nucleico no debe exceder los 10 mM. La

enzima Hind III control de DNA esta diluida para uso 100ng/10ul.

Denaturar 100ng de la muestra de DNA (10 ul) por calentamiento por 5 minutos en un bafio

de agua hirviendo.

Enfriar inmediatamente el DNA en hielo por 5 minutos.
Centrifugar brevemente en una microcentrifuga para recuperar el DNA.
Agregar un volumen equivalente de reactivo de DNA marcado (10ul) al DNA enfriado

mezclando suavemente.
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Agregue la soluciéon de Glutaraldehido, usando un volumen equivalente para el volumen

del reactivo marcado (10ul). Mezcle a fondo.

Centrifugar brevemente en una microcentrifuga para colectar el contenido del fondo del
tubo

Incubar por 10 minutos a 37°C. Cuando los acidos nucleicos marcados tengan menos de
300 pares de bases se requiere aumentar el periodo de incubacién a 20 minutos para

producir un marcaje eficiente.

Si no es usado inmediatamente la muestra puede ser mantenida en hielo por un corto
periodo (10 a 15 minutos). Las muestras marcadas pueden almacenarse en 50% de glicerol

a menos 15°C o menos 30° C, hasta seis meses.

3.3.2.2 Hibridacion (Southern Blot):
Protocolo

» Precalentar el buffer de hibridacion a 42° C.
» Humedecer la membrana en el buffer 5xSSC ( 75SmM Na;Citrato, 0,75M NacCl, pH 7)

» Poner la membrana en un tubo y agregar una pequefia cantidad de buffer, tomando la
precaucion de que no queden burbujas de aire entre la membrana y el tubo.

» Reemplazar el buffer por el de hibridacion. Se recomienda un volumen de hibridacion
de 0, 0625-0,125 ml/cm’.

Prehibridizar en un horno de hibridacion por 15 minutos a 22°C.
Agregar la sonda marcada al buffer de prehibridizacion.
Agregar la solucion directamente sobre la membrana.

Hibridizar en un horno de hibridacidon durante toda la noche a 42°C.

Y V Y VYV V¥V

Precalentar a 42°C un volumen apropiado de buffer de lavado.
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Reemplazar el buffer de hibrizacion por 50 a 100 ml de buffer 5xSSC al tubo y vuelva a
poner en el horno de hibridacién por 5 minutos.

» Reemplazar con buffer de lavado hasta un tercio del volumen del tubo.
» Reincubar en el horno de hibridacion por 20 minutos a 42 °C.

» Lavar por 10 minutos a 42° C (2x)
>
>

Remover la membrana e incubar en agitacidon suave por 5 minutos a temperatura
ambiente.

» Revelar la membrana de acuerdo a las instrucciones del kit comercial de ECL, Ltd.
USA.

3.4 Caracterizacion de las secuencias quiméricas mediante secuenciacion nucleotidica

de DNA y estimacion de los eventuales cambios aminoacidicos.

» Secuenciacion y alineamiento fueron realizadas en el Laboratorio de Ecologia,

Pontificia Universidad Catdlica de Chile (Sra Cecilia Figueroa)

Las predicciones se hicieron utilizando las bases de datos y los métodos de
alineamiento de secuencias (CLUSTAL, Intelligenetics, Mountain View Ca. USA;
ALIGN (Version 2) ; GAP, BESTFIT, BLAST, FASTA ; TFASTA- Wisconsin

Genetic Software Package- USA) y software especializados (Sequencher -

http://www.genecodes.co- Michigan, USA),
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3.4.1 Clonaje de las secuencias quiméricas en sistema modelo

Clonamiento de la banda pura en el vector comercial pCR 2.1 de acuerdo a las

instrucciones del proveedor (InVitrogen)

3.4.1.1 Diseiio y construccion de iniciadores para PCR que permitan recuperar los

péptidos quiméricos.

Expresar en una bacteria un péptido antimicrobiano puede constituir un problema
insalvable. Sin embargo, este no ha sido el caso, dado que péptidos clonados han sido
expresados tanto en levaduras (Destoumieux et al., 1999) como también en bacterias (De
Bolle et al., 1995). Nuestra interpretacion, fue que el mecanismo de accién propuesto para
estos péptidos asegura su efecto actuando “desde fuera” mas que “desde dentro”. Para
evitar que esto constituya un problema de orden practico y para prevenir la mayor
actividad especifica que esperamos obtener en las quimeras, se decidié producirlos en
forma de proteinas de fusion, para que cuando se externalicen del sistema productor
puedan ser fraccionados de la proteina madre por protedlisis dirigida. Para que los péptidos
funcionen como agentes antibactarianos requieren de una estructura secundaria y terciaria
bien definida, para que esto se cumpla se diseflaron partidores para PCR que contengan la
o las secuencias que incorporen al final del péptido una sefial de corte proteolitico o de
corte quimico, por ejemplo, un codén de metionina para ser escindido por bromuro de

ciandgeno.

Utilizando las secuencias nucleotidicas de las diferentes defensinas conocidas, evaluando
sus regiones conservadas, y teniendo en cuenta la degeneracion del cédigo genético, se
disefiaron los partidores funcionales para Tann (temperaturas de annealing) especificas., y

se mandaron a construir a USA (In Vitrogen Life Technologies)

24




3.4.1.2 Expresion de los clones como proteinas de fusién en un sistema comercial de

alta eficiencia (purepro Caulobacter expression system-invitrogen-usa)

El sistema seleccionado, de ultima generacion, fue diseflado para la expresion eficiente,
secrecion y rapida purificacion de proteinas recombinantes de tamafio medio a pequefio
(menor de 450 aminoacidos) (Invitrogen. Catalogo 2001. Pag. 83), y su eficiencia ha sido

cientificamente comprobada (Bingle et al., 2000)

Caulobacter crescentus es una bacteria de facil manejo que se encuentra en los ambientes
acuaticos. Como parte de su ciclo de vida, ella secreta grandes cantidades de una proteina
estructural hidrofilica conocida como RsaA (Bingle et al., 2000). El sistema de expresion
comercial de BioRad, utiliza esta capacidad para formar una proteina hibrida RsaA-péptido
(en este caso) para su recuperacion en el medio de cultivo, a diferencia de otras bacterias
exportadoras, como E. coli, que dejan el producto en el espacio periplasmico, generando
una complicacion adicional para su purificacion. La proteina RsaA de 336 aminodcidos de
largo con su péptido blanco fusionado forma agregados altamente hidratados, con un grado
de pureza superior al 90%, lo que facilita su purificacion simplemente filtrando el medio
que la contiene por un tamiz de nylon. El agregado es facilmente solubilizable para
posterior uso y/o mayor purificacion. El modelo es barato y de alta produccion a diferencia

de otras alternativas (Baculovirus).
Para obtener el péptido purificado se agregan a la secuencia del partidor 2 codones para

metionina que luego pueden ser cortadas con bromuro de cianogeno en el péptido

expresado.
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3.4.1.3 Protocolo de manejo del SISTEMA DE EXPRESION Caulobacter

> Se agregaron 10ng de pCX-TOPO a 50 ul B5 BAC (células de Caulobacter
electrocompetentes) en una cubeta de 0.1 cm y se mezclaron suavemente.

» Posteriormente se electroporan las muestras usando un electroporador Bio-Rad Gene
Pulser bajo las siguientes condiciones:

> Voltaje: 2,5 kV, Capacitancia: 25 uF, Resistencia: 200 ohms y Tiempo constante de
3,6 a 4,3 msec.

> Se agregan 250 ul de medio liquido PYE a la muestra y se transfiere a un tubo de
microcentrifuga

» Seincuba a 30 °C en un incubador con agitacién a 225 rpm por 2 horas

> Se siembran diferentes volumenes entre 10 y 100 ul de la muestra anterior sobre placas
con medio PYE con 2 ug/ml de cloranfenicol

» Seincuba a 30°C por 2 a 3 dias

> Se inocular una colonia en 5 ml de medio PYE con 2 ug/ml de cloranfenicol.

» Se incuba a 30°C en un incubador con agitacion a 150-200 rpm por 16-18 hrs.
(overnight)

» Seinoculan 2ml del cultivo overnight en 50 ml de medio de expresion M11

> Se incuban por 2 dias a 30°C en un incubador con agitacion a 80-100 rpm. Al término
de este tiempo se observa un agregado proteico de color rojo.

» Se procede a la purificacion de la proteina recombinante de fusion.

» El agregado se pasa por un embudo con una red como filtro. El agregado se recoge en
un tubo para luego centrifugar a 3000-5000 xg y posteriormente bajar la velocidad a
cero.

» Se remueve el sobrenadante, se lava el agregado con un volumen de agua destilada.
Se repite dos veces el lavado y posteriormente se almacena a 4°C.

» Previamente al analisis mediante SDS PAGE el agregado correspondiente a la proteina
recombinante de fusion se debe solubilizar.

> Se disuelve el agregado en un volumen de 8 M urea en 100 mM Tris-HCI, pH 8,5

» Para dispersar el agregado se aplican pulsos cortos de sonicacion

» Se deja incubar por dos horas a temperatura ambiente. Agitando en un vortex cada 15

minutos la solucidn.
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ETAPA Diciembre de 2002 — Mayo de 2003

3.5 Clonamiento de Peneidina P3a de Penaeeus vannamei como proteina hibrida

asociada a RsaA como control.

3.5.1 Obtencion del clon de Peneidina: Contamos con el clon de P3a suministrado por la
Dra Evelyne Bachere como producto de clonacion desde DNA genomico. de P. Vannadei.
Adicionalmente en nuestro laboratorio hemos hecho la clonacion del ORF correspondiente
incluyendo un codigo de iniciacion (Metionina) y codones de término para la expresion en

E.coli de la molécula recombinante.

3.5.1.1 Amplificacién del clon

Por PCR regular. Utilizando los iniciadores dirigidos hacia los extremos terminales de los
clones, ya disponibles en nuestro laboratorio

Por nested-PCR. Desde los clones en el vector de expresion pCX utilizando iniciadores

complementarios a los sitios de insercion de las secuencias.

3.5.1.2 Construccion del clon hibrido peneidina-RsaA. Las secuencias del vector pCX
contienen la secuencia RsaA en tal forma que se asocia al extremo carboxilo de la proteina
hibrida a construir. En consecuencia el producto de amplificacion especifica de P3a - PCR
fue previamente tratados con la Nucleasa S1, para remover las colas de “A” producto de la
amplificacion por PCR fueron expuestas en una relacion molar 1:1 a la accion de la enzima
Polinucledtido Ligasa del fago T4 para generar el clon recombinante. La insercion
direccional correcta del clon ( correspondiendo al ORF en fase de la proteina RsaA) fue
realizado por amplificaciones por PCR usando la bateria de primers contra el vector y el

clon disponibles en nuestro laboratorio)

2d



3.5.1.3 Expresion y recuperacion de la proteina hibrida Peneidina —RsaA de
Caulobacter. Se resume a continuacion el protocolo estdndar para la expresion del sistema
comercial de Caulobacter:

» Se agregaron 10ng de pCX-TOPO a 50 ul B5 BAC (células de Caulobacter
electrocompetentes) en una cubeta de 0.1 cm y se mezclaron suavemente.

» Posteriormente se electroporan las muestras usando un electroporador Bio-Rad Gene
Pulser bajo las siguientes condiciones:

» Voltaje: 2,5 kV, Capacitancia: 25 uF, Resistencia: 200 ohms y Tiempo constante de
3,6 a 4,3 msec.

» Se agregan 250 ul de medio liquido PYE a la muestra y se transfiere a un tubo de
microcentrifuga

» Se incuba a 30 °C en un incubador con agitacion a 225 rpm por 2 horas

» Se siembran diferentes volimenes entre 10 y 100 ul de la muestra anterior sobre placas
con medio PYE con 2 ug/ml de cloranfenicol

» Se incuba a 30°C por 2 a 3 dias
» Se inocular una colonia en 5 ml de medio PYE con 2 ug/ml de cloranfenicol.

» Se incuba a 30°C en un incubador con agitacion a 150-200 rpm por 16-18 hrs.
(overnight)

» Se inoculan 2ml del cultivo overnight en 50 ml de medio de expresion M11

» Se incuban por 2 dias a 30°C en un incubador con agitacién a 80-100 rpm. Al termino
de este tiempo se observa un agregado proteico de color rojo.

» Se procede a la purificacion de la proteina recombinante de fusion.
» El agregado se pasa por un embudo con una red como filtro. El agregado se recoge en
un tubo para luego centrifugar a 3000-5000 xg y posteriormente bajar la velocidad a

CEro.

> Se remueve el sobrenadante, se lava el agregado con un volumen de agua destilada.
Se repite dos veces el lavado y posteriormente se almacena a 4°C.
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Previamente al andlisis mediante SDS PAGE el agregado correspondiente a la proteina
recombinante de fusidn se debe solubilizar.

» Se disuelve el agregado en un volumen de 8 M urea en 100 mM Tris-HCI, pH 8,5
» Para dispersar el agregado se aplican pulsos cortos de sonicacion

> Se deja incubar por dos horas a temperatura ambiente. Agitando en un vortex cada 15
minutos la solucion.
3.6 Cuantificacion del agregado recuperado. La proteina RsaA de 336 aminoacidos de
largo con su péptido blanco fusionado forma agregados altamente hidratados, con un grado
de pureza superior al 90%, lo que facilita su purificacion simplemente filtrando el medio
que la contiene por un tamiz de nylon. El agregado es facilmente solubilizable para

posterior uso y/o mayor purificacion.

3.7 Ensayo de actividad antibacteriana de Peneidina-RsaA en microplacas. La
actividad de los péptidos parentales peneidina P3a y de las quimeras se ensayaron
analiticamente “in vitro”, durante 24 horas, contra el crecimiento de bacterias modelos
Micrococcus luteus, y Escherichia coli., ademas sobre Vibrio anguillarum, Vibrio
alguinolyticus, cepas descritas como los mas abundantes patdégenos de moluscos. La
inhibicion del crecimiento bacteriano se determind por valores de turbidez a 620 nm en un

lector de microplaca (Multiskan MS).

Descarte del modelo Caulobacter crescentus como sistema de expresion de quimeras.

e Las quimeras no fueron exportados al medio a pesar de la presencia de la proteina
indicadora RSA.

e Las quimeras hibridas con RSA fueron recuperadas gracias al anticuerpoanti-RSA

e [Estas recuperadas del interior de las bacterias, no presentaron actividad anti-
microbiana alguna.

e Laremocion de la porcion RSA de las quimeras con Bromuro de Ciandgeno resultd

ser un proceso oneroso y altamente toxico.
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e No se justificaba hacer primers libres de RSA dado que la recuperacién de
moléculas tan pequefias sin un cebador definido era un proceso imposible por la
cantidad de componentes de tamafio similar que se detectan en la gran mayoria de

las bacterias.

3.8 Generacion de un banco de clones quiméricos para la seleccion de nuevas
quimeras

De 20 clones quiméricos putativos se seleccionaron al azar: 37, 40 y 74. Ademas se
tomaron como control el clon parental de Mytilus chilensis y la quimera 27, seleccionada

anteriormente.

Evaluacion de la expresion de las quimeras por RT-PCR

Para ver si heteroquimeras putativas se expresan en el vector de expresion pCX en células
de E. coli TOPO 10 F se realiz6 RT-PCR, utilizando los niveles de RNA de las

heteroquimeras como medida de expresion.

3.8.1 RT-PCR

Se realizéo RT-PCR, mediante el sistema Thermoscript RT-PCR (GIBCO/BRL), a partir de
RNA de heteroquimeras putativas, extraido mediante método de reactivo trizol
(GIBCO/BRL). RT-PCR fue realizado mediante el uso de primers especificos: Primer
sentido ATgATggggTTCgggTgTCCAAAC y Primer antisentido
TCATCACCgCATCTATAgCATgTg.

RT-PCR permitié una amplificacion observable de los clones seleccionados, ademas de los

controles, del tamafio esperado aprox. 120 pb.
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3.8.2 RT-PCR 27,37,40y 74
Se realizo RT-PCR de los clones para obtener la cantidad necesaria para la purificaciéon y

secuenciacion, ademas de ver reproducibilidad del amplificado.

3.8.3 Nested PCR 27,37,40y 74

Nested PCR: Es una reamplificacion por PCR del producto PCR obtenido de la primera
amplificacion PCR (Ver metodologia de PCR descrita con anterioridad). La logica detras

de esta estrategia es que si un DNA equivocado fue amplificado por error, la probabilidad
es menor de que este fuera amplificado por segunda vez también.

Se realiz6 una reamplificacion por PCR, a partir del primer amplificado obtenido por RT-
PCR de los clones, para descartar artefactos.

Se obtuvo el mismo amplificado con RT-PCR y Nested PCR lo que permitié descartar

artefactos.

3.8.4 RT-PCR control DNasa

Se realizo una digestion con DNasa I (Roche) del RNA de heteroquimeras putativas, antes
de RT-PCR y luego se comparé6 RT-PCR con y sin transcriptasa inversa, para ver que
proporciéon del amplificado obtenido correspondia a DNA presente antes de RT-PCR y
cuanto correspondia a cDNA (a partir de RNA) obtenido de RT-PCR.

El RT-PCR, a partir de RNA digerido con Dnasa I, con transcriptasa inversa presenta un
amplificado mayor al de sin transcriptasa inversa lo que permite sugerir que habria

expresion de los clones quiméricos.
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3.8.5 Secuenciacion de las quimeras
Se realizé una purificacién del reamplificado, mediante columnas Quiagen, y se
observo la pureza y recuperacion del DNA. Posteriormente, se envio a secuenciar las dos

heteroquimeras putativas.

ETAPA Junio - Octubre de 2003

3.9 Obtencion de Quimeras Q27, Q37, Q40 y Q74
Las quimeras expresadas en pCX fueron reamplificadas mediante RT-PCR, este

producto fue amplificado utilizando los nuevos partidores especificos disefiados ad hoc

SenC y AntA2 para pCX.

3.9.1 Purificacion y caracterizacion de los clones quiméricos Q27, Q37, Q40 y
Q74
Las quimeras fueron purificadas mediante el procedimiento de Miniprep y

caracterizadas mediante geles de Agarosa 2%.

3.9.1.1 Ligacion

Posteriormente a la purificacion, las quimeras se unen al vector pCR-TOPO utilizando
los extremos cohesivos de los productos PCR de los clones, debido a la adicidon de una
adenina en los extremos 3’ de los productos PCR, que ocurre normalmente luego del
PCR por la Taq polimerasa. Asi como las propiedades especiales de este vector, pCR-
TOPO, que trae extremos cohesivos de timina “activados” compatibles con los
productos PCR, permitiendo una ligacion simple y rdpida de 5 minutos a temperatura
ambiente, sin necesidad de ligasa. Se confirma la ligacion mediante Miniprep y

posterior visualizacion en geles de Agarosa 2%.
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3.9.1.2 Transformacion de la cepa TOP 10 con las héteroquimeras

Se transforma en la cepa E. coli TOP 10. El procedimiento involucra la mezcla de
ligacion (Q27, Q37, Q40 y Q74 en el vector pCR-TOPO) con las bacterias TOP 10 F1
quimicamente competentes. Shock térmico de 42°C para permitir la entrada de ADN a
la célula. Se incuban por 1 hora a 37°C y se plaquean 100 ul en placas de medio LB-

Kanamicina (30ug/ml). Se dejan overnight.

3.9.1.3 Confirmacion de inserto por PCR
Se confirm6 por PCR el tamafio del inserto, utilizando los primer especificos. Se

visualizarén en gel de Agarosa 2% y se realizd Miniprep para purificar el plasmido.

3.9.1.4 Secuenciacion
Las quimeras Q27, Q37, Q40 y Q74 obtenidas en E. coli TOP 10 se sometieron a

secuenciacion.

3.9.3 Clonamiento de secuencias codificadoras de péptidos para su expresion
Las quimeras secuenciadas fueron luego amplificadas utilizando los nuevos partidores
especificos SenC-Ncol y Ant A2-BamH1 para pET 27b. La razon de estos ultimos es

generar sitios de restriccion en fase con la secuencia sefial de exportacion pelB.

3.9.3.1 Digestion enzimatica.

Se realiz6 una digestion enzimatica con Bam HI y Nco I (2ul ¢/u) utilizando como
buffer de reaccion el Buffer Multicore. Las muestras, Q27, Q37, Q40 y Q74, y vector
pET 27b se incubaron por 2 horas a 37°C y la accidon enzimatica se inactiva poniendo
las muestras por 10 min a 65°C. Se comprueba el tamafio de los productos en geles de

Agarosa2 %.
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3.9.3.2 Desfosforilacion del vector pET 27b
El vector pET 27b fue sometido inicialmente a una desfosforilaciéon con Fosfatasa
Alcalina por 1 hora a 37°C con la finalidad de evitar que los extremos del vector de

vuelvan a unir, con lo cual se facilita la ligacion del inserto.

3.9.3.3 Purificacion y caracterizacion de los clones quiméricos, Q27, Q37, Q40 y
Q74,y del vector pET 27b.

Las muestras de DNA de Q27, Q37, Q40 y Q74 y del vector pET 27b fueron

purificadas mediante el procedimiento de Miniprep y caracterizadas mediante geles de

Agarosa 2%.

3.9.3.4 Ligacion a pET27b

Posteriormente a la purificacion, las quimeras se unen al vector pET 27b utilizando para
ello la enzima DNA ligasa T4 y el Buffer de ligacion 10x . Se deja la mezcla overnight
a 16°C. Siempre se debe tener en cuenta la relacion vector-inserto de 1:3. Se confirma

ligacién mediante Miniprep y posterior visualizacion en geles de Agarosa 2%.

3.9.3.5 Confirmacion de inserto por PCR

La misma metodologia descrita en 3.9.1.3

3.9.3.6 Transformacion de BL 21 con los clones Q27, Q37, Q40 y Q74

Se transformo la cepa BL 21 con el plasmido. El procedimiento involucra la mezcla de
Q27, Q37, Q40 y Q74 en el vector pET 27b con las bacterias BL21 quimicamente
competentes. Shock térmico de 42°C para permitir la entrada de ADN a la célula. Se
incuban por 1 hora a 37°C y se plaquean 100 ul en placas de medio LB-Kanamicina

(30ug/ml). Se dejan overnight.
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3.9.3.7 Confirmacion por PCR del tamaiio y direccion del inserto

Se confirma por PCR el tamafio y la direccion del inserto, utilizando los partidores
especificos del antisentido y el partidor del fago T7 que se encuentra en el vector. Se
visualiza por geles de Agarosa 2% y se obtienen los plasmidos recombinantes con la

orientacion correcta por el proceso de minipreps.

3.10 Expresion de las proteina hibridas Q27, Q37, Q40 y Q74 en BL21 y purificacion

parcial de defensinas de parentales y quimeras

Cepas de BL21 modificadas para la expresion de Q27, Q37, Q40 y Q74 se hicieron crecer
en 15 ml de medio LB, a 37° C hasta alcanzar una absorbancia de 0,6 nm (OD 600). El
cultivo se mantuvo toda la noche a 4°C. Al dia siguiente se colectaron las células por
centrifugacion (30 seg en una microcentrifuga Eppendorf) y se resuspendieron en 100 ml
de medio LB suplementado con 1% glucosa, para disminuir la expresion basal del
plasmido, y 30 pg/ml Kanamicina. El cultivo se crecié en agitacion a 37° C por 3 horas
hasta alcanzar una ODgg de 0,6. En ese momento se induce la expresion del gen con 100
mM IPTG durante 3 horas en glicerol 10 gr/L (v/v).

A partir de lisados bacterianos que expresaron los parentales y las proteinas hibridas, se
obtuvo un extracto acido, en 11% acido acético, que se llevé a cromatografias de

intercambio anionico en sulfoetil Sepharosa y de interaccion hidrofobica en SepPak C-18.

3.11 Electroforesis denaturantes en geles de Tris/tricina
Para caracterizar las muestras e identificar polipéptidos de bajo peso molecular, se llevaron

a electroforesis en geles de 15% Acrilamida - Tris/tricina.
3.12 Estimacion del peso molecular aparente

Se determind el peso molecular aparente de Q27, Q37, Q40 y Q74 expresada en BL 21, que

incluye la secuencia de exportacion pelB.
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3.13 Ensayos de actividad antimicrobiana de Q27, Q37, Q40 y Q74 expresada en
BL21 en microplacas

El efecto de la quimera purificada fue determinado por el ensayo en microplacas por 24
horas, sobre bacterias Gram negativas Vibrio alginolyticus y V. Angillarum; bacterias
Gram positivas M. luteus, S. aureus y S. Epidermidis, asi como sobre los hongos Fusarium
oxyporum 'y Neurospora crassa. Las contraciones evaluadas para los parentales y quimeras

fueron las siguientes:

Concentracion
ug/ul
Parental
M.ch. 1,0
M.g. 1,0
A.p. 1,0
Quimeras
Q27 1,0
Q37 1,0
Q40 1,0
Q74 1,0

3.14 Ensayos de citotoxicidad

En el ensayo se mantuvo una monocapa de células cultivadas en 24 pocillos sin antibidtico
y en medio MEM a pH 7.2-7.5, al que se le agregé 10mM de bicarbonato de Sodio, 15 mM
HEPES y 7.5 % de FBS. Luego se extrajo el MEM-FBS de los pocillos, se lavaron con PBS
y las células se incubaron con la muestra. Una vez agregada cada muestra, por triplicado, se
incubo por 3 horas y se utiliz6 como control negativo células tratadas sin la incorporacion
de péptidos. Una vez terminada la incubacion, se lavo tres veces con PBS y se le agrego
tripsina 0.1% para desprender la monocapa de la placa, luego fueron resuspendidas en PBS
para evaluar la viabilidad mediante la técnica de exclusién por Trypan Blue 0.4%. El

conteo de células para la determinacion de viabilidad se realizé en camara de Neubahuer.
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Las concentraciones ensayadas furon las siguientes;

Concentraciéon
ug/ul
Parental
M.ch. 3.0
M.g. 3.0
A.p. 3.0
Quimeras
Q27 3.0
Q37 3.0
Q40 3.0
Q74 3.0
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4.- Descripcion de las actividades y tareas ejecutadas para la consecuciéon de los
objetivos, comparacion con las programadas y razones que explican las discrepancias.

Durante el desarrollo del proyecto se realizaron todas las actividades propuestas para

alcanzar el cumplimiento de los objetivos.

quimérica mediante
secuenciacion nucleotidica de
DNA

Actividad N° Propuesta Realizado Discrepancia
1.1 Seleccidn de | Aislamiento y caracterizacion Si NO
.| secuencias de de las secugncias nucleot.idica.s
defendinas de para defensinas de M. chilensis
Mptilus chilensis
Caracterizacion de las secuencias
1.2 peptidicas de las defensinas de M.
chilensis
2.1 Seleccién de | A partir de DNA genémico Si NO
- | secuencia de una |de Mytilus galloprovincialis
defensina de y del disefio de cebadores a
Mytilus partir de la informacion
galloprovincialis |publicada, obtener secuencia
nucleotidica de Mytilus
galloprovincialis
2.2 DNA Construccidn de secuencias Si NO
- | Shuffling de las | homoquiméricas de M.
secuencias de M. | chilensis
Chilensis
.|2.3 DNA Construccion de secuencias Si NO
Shuffling de las | heteroquiméricas de M.
secuencias de M. | Chilensis y Mytilus
Chilensis y galloprovincialis
Mytilus
galloprovincialis
.|3.1 Caracteriza- | Caracterizacion de la (o las) Si NO
ciéon de la secuencia (s) quimérica (s)
secuencia mediante digestion por
quimérica nucleasa S1
.13.2 Caracterizaciéon de la secuencia Si NO

38




Evaluacionde la
citotoxici-dad

Evaluacion in vitro de la
potencial citotoxicidad de los
péptidos quimeras.

33 Estimacion de eventuales Si NO
cambios aminoacidicos de la
secuencia quimera
.|4.1 Clonaje de las | Clonaje de las secuencias Si Se cambid sistema modelo
secuencias quimericas en sistema modelo de Caulobacter crescentus
quiméricas a E. coli BL21 con
vectores de  expresion
incluidos
.1 4.2 Disefio de Secuenciacion de DNA, Si NO
partidores para el estimgcién (je eve’n?uales
sesicite do I cambios aminoacidicos.
quimera
4.3 Expresion de | Expresion de clones como Si > En ninguno de
- | péptido quimérico proteinas' d'e fu_sic’m en sistema los sistemas
de alta eficiencia modelos se pudo
recuperar el
hibrido libre del
sefiuelo.
> Los péptidos
recuperados con
RSA no fueron
activos.
> Los péptidos
recuperados con
pelB  tuvieron
actividad
relativa.
.| 5.1 Caracteri- Si Eficiencia de
zacion cromato- Caracterizacion cromatografica recuperacion
grafica del en fa;e reversa por HPLC del postHPLC baja
2 o8 3 péptido quimera.
péptido quimera
.16.1 Caracterizaciéon Electroforética Si El pI de los péptidos lo
dg .péptid.os quimeras en geles que impide su
bidimensionales de resolucion en IEE
policrilamida y por
isoelectroenfoque
7.1 Si NO
Evaluacion in Ensayos in vitro de actividad
vitro de actividad |antimicrobiana en microplaca.
antimicro-biana
172 Si NO
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.73 Si NO
Seleccionde | Seleccion de péptidos
fneépst'gg;g:t';er 0S| quiméricos con la mayor
productividad, rango de
accion y actividad especifica.
.81 Si NO

Evaluacién de
péptidos sobre
patdégenos
acuicolas

Evaluacién de la accion de
los péptidos seleccionados
sobre otros agentes
patogenos asociados a la
acuicultura.
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5.- Resultados por periodos

Periodo Enero-Abril 2002

Empleando los partidores descritos en la figura 1, y sobre DNA genoémico de M. chilensis

y M. galloprovincialis y a partir de preparaciones de cDNA de M. chilensis, se obtuvieron

productos de amplificacion cuyas secuencias nucleotidicas correspondieron a las moléculas

nativas de defensina de ambos mitilidos.

. Péptidos

MGDI1
MGD2
ESCORPION
LIBELULA

GFGCPNNYQCHRHCKSIPGRCGGYCGGWHRLRCTCYRCG
GFGCPNNYACHQHCKSIRGYCGGYCAGWFRLRCTCYRCG

GFGCP CTCYR
GFGCP CTCYR

GFGCPNNYQCHRHCKSIPGRCGGYCGGWHRLRCTCYRCG
GFGCPNNYACHQHCKSIRGYCGGYCAGWFRLRCTCYRCG

@ Oligonucledtidos

SEN-A
SEN-B
SEN-C
SEN-D

ANT-A
ANT-B
ANT-A1
ANT-A2

GFGCPNNY cGGTTTGGHTGYCCHAAYAAYTA
GFGCPN ¢TGCTGGSTTYGGHTGYCCHAA

GFGCP cACTGCTGGNTTYGGNTGYCC

GFGC c¢gcACTGCHGGNTTYGGNTG

cCCGCATCKATARCANGTRCANC RCTCYRCG
¢cGCCRCATCKRTARCANGTRC CTCYRCG

CCGCATCKATARCANGTRCANCTC LRCTCYRCG
CCGCATCKATARCANGTRCANCT RCTCYRCG

Figura 1. Secuencias de los péptidos obtenidas de la literatura y secuencias de los

partidores degenerados disefiados para la amplificacion de defensinas. En color azul y

verde se indican las regiones de los péptidos maduros sobre las cuales se asientan los

partidores. Los partidores resaltados en fucsia corresponden a los de mejor eficiencia de

amplificacion.
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A.
¢DNA Mch (SEN C/MGD2.1)

CACTGCTGGGTTCGGATGTCEJAAACAATTATGCCTGTCATCAACACTGTAAGT
CAATCCGAGGATACTGTGGGGGATACTGTGCAAGTTGGTTCAGACgGAGGTGC
ACATGCTATAGATGCGGCGGGAGAAGGGATGATGTGGAGGATATTTTTGATAC

<

B.
DNA Mch (SEN C/ANT A)

CACTGCTG GTTTCGGGTGCCC'AAACAATTATGCCTGTCATCAACACTGTAAGT
CAATICGAGGATACTGTGGGGGATACTGTGCAAGTTGGTTCAGAHGAGGTGCA
CCTGCTATCGATGCGGG W

C.
DNA Mg (SEN C/ANT A)

CACTGCTGGGTTCGGGTGTC C;AAACAATTATGCCTGTCATCAACACTGTAAGT
CAATICGAGGATACTGTGGGGGATACTGTGCAAGTTGGTTCAGAHGAGATGCA
CGTGCTATCGATGCGGG —

Figura 2. Secuencias nucleotidicas de productos de amplificaciéon por PCR del: A. cDNA
de M. chilensis, B. DNA genémico de M. chilensis y C. DNA gendmico de M
galloprovincialis. La secuencia de los partidores empleados en cada caso (SEN C, ANT A
y MGD2.1) se indican subrayadas y la flecha, la direccién del partidor. En letra verde
mayuscula se indican los nucledtidos que por disefio de los partidores son variables, y en
minudsculas las diferencias de secuencia entre los tres clones. Para el cDNA, en azul se
indican los nucledtidos obtenidos por el asentamiento del partidor MGD2.1 (obtenido de la
literatura) més hacia la regiéon 3 del gen y que no codifican para el producto maduro,

region que es removida del péptido.
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El andlisis comparativo de estas secuencias nucleotidicas que pertenecen a la misma familia
génica Figura 2, considerando especies, permitié establecer que el mayor grado de
diferencias se encontré entre el cDNA de M. chilensis y el DNA genémico de M.
galloprovincialis. ~ Ademas, la similitud de secuencia de ambas defensinas de M
galloprovincialis, hace muy posible que, mediante el procedimiento utilizado, ambas
moléculas se amplifiquen a la vez desde el DNA gendémico de este bivalvo, las que son

visualizadas como una sola banda en geles de agarosa.

Estas consideraciones han sido el criterio para establecer que las secuencias de cDNA de
M. chilensis 'y la genémica de M. galloprovincialis son las mas adecuadas para la
realizacion de los experimentos de shuffling intrafamiliar.

Los resultados iniciales de seleccion por migracion electroforética en geles de agarosa al
2,5%, indican que los diversos clones obtenidos para las tres mezclas de ligamiento
realizadas, tuvieron igual, mayor o menor migracion en relacion a los controles de DNA
parental. Aquellos que fueron de mayor o menor tamafo fueron excluidos (figura 3). De
esta forma, se llegd a un total de 135 clones repartidos en 52 para las homoquimeras de M.
chilensis, y 40 para M. galloprovincialis y 43 para las heteroquimeras de M. chilensis- M.

galloprovincialis.
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Mch-Mch

Figura 3. Electroforesis en geles de agarosa al 2.5 % para seleccion de clones por tamario.

Clones heteroquimera Mch-Mg Seleccionados: 1, 2, 3, 5, 7, 8. No seleccionados por
tamafio mayor: 9, 10, 11, 12. No seleccionados por tamafio menor: 13 y 14. Clones
homoquimera Mch-Mch. Seleccionados: 1, 2,3, 7,9, 11, 12, 13, 14.No seleccionados por
tamafio mayor: 10. No seleccionados por tamafio menor: 4 y 8. Clones homoquimera Mg-
Mg .Seleccionados: 1, 6. No seleccionados por tamafio mayor: 2 y 5. No seleccionados
por tamafio menor: 3, 4 y 8. C, Control de producto de amplificacion del cDNA de M.

chilensis.

44



Sin embargo, dadas las limitaciones de los geles de agarosa, se procedié a una segunda
ronda de seleccion mediante electroforesis en geles nativos de poliacrilamida al 8%. Este
sistema permite un mayor poder resolutivo, permitiendo, en consecuencia, una selecciéon
mas fina de los clones. Como se muestra en las figuras 4 y 5, las electroforesis en geles de
poliacrilamida permitieron descartar clones que presentaron un duplete que no fue
previamente vislumbrado o que mostraban una movilidad similar a los controles en gel de
agarosa. Con los clones positivamente seleccionados se trabajé en la bisqueda de las

quimeras.

Figura 4. Electroforesis de geles nativos de poliacrilamida al 8%. Seleccion por tamafio de
los clones de la heteroquimera Mch-Mg, previamente seleccionados en geles de agarosa
2.5%. Los clones que coinciden en tamafio con el control son 1, 3, 7y 8. El clon 2, se
descarta por presentar una segunda banda de menor tamafio. PM, escaleras de tamaiios de

referencia de 100 pb. Control, producto de amplificacion del cDNA de M. chilensis.
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Mch-Mg

Figura 5. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 8 %. Segunda etapa de selecciéon de
clones de la heteroquimera Mch-Mg previamente seleccionados en gel de agarosa. Los
clones 28 y 37 corresponden con el tamafio de la banda control. Mientras que los clones 27
y 31 presentan doble banda y fueron descartados. La flecha indica la banda de 123 pb del

control. PM, escaleras de tamafios de referencia de 100 pb.

En relacion a los resultados generados en el experimento 2, puede apreciarse que, como se
indica en la figura 6, los productos de amplificacion de las diferentes combinaciones
rindieron tamafios muy similares o iguales a los parentales. Estos productos de PCR fueron
clonados en E. coli y actualmente, se cuenta con una bateria de clones para las diferentes
combinaciones que se distribuyen de la siguiente manera: Mch-Mch, sobre 100; Mch-Mg,

de 100 a 110; Mg-Mg, 52y Mg-Mch, de 100 a 120.
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Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa al 2,5 % para productos de amplificacién de

experimento Shuffling 2. Carriles 1 y 6 controles de DNA de Mch y Mg parentales.
Carriles 2, DNA Mch-Mchy; 3, Mch-Mg,; 4, Mg-Mg,; 5, Mg-Mch, PM, escaleras de

tamafios de referencia de 100 pb.

Periodo Mayo-Noviembre 2002

En este periodo se evlau6 en forma exhaustiva la eficiencia del sistema Caulobacter
crescentus como modelo de expresion de quimeras. Como se indicd, el sistema fue
descartado y se cambio por el sistema de Escherichia coli BL21.

En forma paralela, se obtuvo la primera quimera Q27 cuya secuencia es:

Q27 GFGCPNNYACHQHCRSIRGYCGGYCASWFRLRCTCYRCG
(39aa)
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Periodo Diciembre 2002 - Mayo 2003

Dado que el sistema Caulobacter fue descartado y contdbamos con un gran numero de
extractos congelados, se procedid a su purificacion escalonada hasta el nivel de
cromatografia HPLC para evaluar la recuperacion cuantitativa de los péptidos quiméricos y
parentales y asi buscar alternativas de remocion de la secuencia hibrida interferente RSA y
determinar laeventual actividad antimicrobiana de los péptidos puros. Desgraciadamente la
recuperacion fue extremadamente baja.,

En forma paralela se generaron los clones quiméricos Q37 y Q40, cuyas secuencias son:

Q37 GFGCPNNYACHQHCKSIPGRCGGYCGGWHRLSCTCYRCG
(39 aa)

Q40 GFGCPNEYQCHRHCKSIPGRCGGYCGGWHRLSCTCYRCG

(39 aa)

Adicionalmente, como una manera de ampliar las posibilidades de recombinacién en la
construccion de quimeras, se incorpor6 la secuencia parental de la defensina de Argopecten

purpuratus cuya secuencia es:

Ap GFGCPNEYQCHRHCKSIPGRCGGYCGGWHRLRCTCYRCG
(39 aa)

Periodo Junio - Octubre 2003

Durante este periodo se implement6 el nuevo sistema de expresion E. coli BL 21 que
introdujo las siguientes modificaciones a los clones para felicitar su expresion:
e Cambio de vector
e Introduccién de secuencias sefiuelo
e Introduccioén de un codon de Metionina a las secuencias a clonar para la expresion
continua con el péptido sefal pelB.
e Mantencion de la secuencia Histag en el extremo C Terminal de las secuencias
blanco, como una eventual alternativa de purificacion.
Por otra parte se selecciono otra quimera — Q74 — resultante de la combinacién entre M.
galloprovincialis y A. purpuratus y cuya secuencia es:

Q74 GFGCPTNYACHQHCKSIRGYCGGYCGGWHRLSCTCYRCG
(39 aa)

48



RESUMEN DE SECUENCIAS QUIMERICAS Y PARENTALES® EXPRESADAS
EN EL SISTEMA BL21

PANEL A

PIB MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMA
(22 aa)

Q27 MGFGCPNNYACHQHCRSIRGYCGGYCASWFRLRCTCYRCG
(40aa)

Q74 MGFGCPTNYACHQHCKSIRGYCGGYCGGWHRLSCTCYRCG
(40 aa)

Q37 MGFGCPNNYACHQHCKSIPGRCGGYCGGWHRLSCTCYRCG
(40 aa)

Q40 MGFGCPNEYQCHRHCKSIPGRCGGYCGGWHRLSCTCYRCG
(40 aa)

Ap MGFGCPNEYQCHRHCKSIPGRCGGYCGGWHRLRCTCYRCG
(40 aa)ty

Mch MGFGCPNNYACHQHCKSIRGYCGGYCASWFRRRCTCYRCG
(40 aa)

Mg MGFGCPNNYACHQHCKSIRGYCGGYCASWFRLRCTCYRCG
(40 aa)

Histag DEDPNSSSVDKLAAALEIKRASQPELAPEDPEDVEHHHHHH
(41 aa)
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PANEL B

Q27 MGFGCPNNYACHQHCRSIRGYCGGYCASWFRLRCTCYRCG
Q74 MGFGCPTNYACHOQHCKSIRGYCGGYCGGWHRLSCTCYRCG
Q37 MGFGCPNNYACHQOHCKSIPGRCGGYCGGWHRLSCTCYRCG
Q40 MGFGCPNEYQCHRHCKSIPGRCGGYCGGWHRLSCTCYRCG
Ap MGFGCPNEYQCHRHCKSIPGRCGGYCGGWHRLRCTCYRCG

Mch MGFGCPNNYACHQHCKSIRGYCGGYCASWFRRRCTCYRCG

]

L

M MGFGCPNNYACHQHCKSIRGYCGGYCASWFRLRCTCYRCG
)

3

Rojo: Argopecten
Verde: Mytillus
Azul: Mutacién
Fucsia: M. chilensis

En esta figura. Panel A, aparecen las secuencias aminoacidicas de las tres lineas parentales
y de las cuatro quimeras seleccionadas, generadas como hibridos presentando en el extremo
amino la secuencia PelB, o sefial de exportacion, y en extremo carboxilo la secuencia
HisTag que como su nombre lo dice es una secuencia enriquecida en histidinas que permite
su eventual purificacién en columnas adhoc. En el Panel B, se indican las contribuciones
aminoacidicas de cada linea parental en las quimeras. Las heteroquimeras Q-37 y Q-74 se
derivan de la recombinacion de las secuencias parentales de A. purpuratus 'y M.
galloprovincialis mientras que Q-27 y Q-40 corresponden a homoquimeras, de M.
galloprovincialis en el primer caso y de A. purpuratus el segundo, ambas con un

aminoacido diferente.
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Periodo Final

Purificacion parcial de los péptidos parentales y quiméricos expresados en BL21
Determinacion de actividad antimicrobiana

Evaluacion de citotoxicidad

Enriquecimiento de la actividad antifiingica de las quimeras Q 27y Q 37

51



Enriquecimiento de la actividad antifiingica de las quimeras Q 27y Q 37
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Enriquecimiento de la actividad antibacteriana de las quimeras Q 40y Q 74

% Inhibicion de parentales sobre M. luteus
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Enriquecimiento de la actividad antibacteriana de las quimeras Q 40y Q 74
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Enriquecimiento de la actividad antibacteriana de las quimeras Q 40y Q 74
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Enriquecimiento de la actividad antibacteriana de las quimeras Q 40y Q 74
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Relacion de la actividad antifiungica entre parentales y
quimeras

Fusarium Neurospora

Q 37 dupli : i
Q 27 uplica quintuplica

35 uM

MiC
50%

Relacion de la actividad antibacteriana entre parentales y
quimeras

M.luteus S.aureus
Q40 duplica duplica
Q74
triplica
50 B MIC
30%
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NOMBRE puM | MIC | Fusarium | Neurospora | M. luteus | S. aureus S. epidermidis V. alginolyticus
%
M. chilensis | B |
>35 38 -+
>70 33 -+
>15 13 -+
>70 10 -+
>70 18 -+
M. galloprov. .
>95 30 o+
>70 45 -t
>70 20 -+
>70 18 -+
>35 10 4+
A. purpuratus - r
>95 40 -+
>70 10 A+
>70 10 -+
>70 10 ++++
>70 5 -+
Q-27 LBl
>70 15 o+
>70 15 -+
>70 15 -+
>70 I5 -+
Q-37 | W
>70 20 -+
>70 5 -+
>70 10 -+
>70 10 -+
Q-40 >95 98 -+
>35 40 -+
. Nl | F
>70 35 bt
>70 30 -
>70 18 -+
Q-74 >95 95 -+
>95 40 +H+++
I e
>70 20 -+
>70 23 e
>70 18 FSAErE]
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Estos resultados reflejan lo siguiente:

e Las Quimeras presentan un rango de actividad mayor que las lineas parentales
e (-27y Q-37 son esencialmente antifiingicas

e (Q-40 y Q-74 inhiben selectivamente a M. luteus con un MIC de 50 %.

Evaluacion de citotoxicidad sobre células de peces en cultivo

Péptido con actividad % de viabilidad

antimicrobiana

821+ 2.5
Mg 78.7% 3.2
Ap 844+ 25

Q27 799+ 1.8

Q37 824+ 2.0

Q40 844+ 15

- Q74 / 80.6 + 3.1
Control negativo 191 32

Los péptidos parentales y quiméricos, a una concentraciéon de 3ug/ul, no presentan un
efecto citotéxico sobre la linea celular CHSE-214, derivada del tejido renal
embrionario de Oncorhynchus tshawytscha (salmén chinook). Las 3 horas de
duracion del ensayo, que no equivalen a los ensayos ejecutados sobre bacterias y
hongos en microplaca, se justifica porque las lineas celulares no estin incubadas en un
medio de cultivo sino que en un tampoén fosfato (PBS) por lo que se restringe la
viabilidad de las células en ensayos que superen este tiempo. Por otra parte cuando se
evalua el efecto de los péptidos sobre bacterias y hongos se trabaja en base a una
curva de crecimiento cuantificable espectrofotométricamente, que requiere a los
menos 24 horas. La estimacion de la citotoxicidad de los péptidos sobre las lineas
celulares durante 3 horas se compensa triplicando la concentraciéon utilizada.

Adicionalmente, se ha establecido para ensayos de citotoxicidad, que si una molécula
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es toxica sobre lineas celulares, su efecto se manifiesta durante las 3 primeras horas de

incubacion.
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6.- Fichas Técnicas y Analisis

La perspectiva de los péptidos quiméricos Q27 y Q37 esti en su aplicacion
antifingica sobre el fitopatogeno Fussarium pues duplico la actividad del parental.

La quimeras Q 40 y Q74 se perfilan como efectivos antibioticos naturales de
aplicacion ectépica sobre S.aureus y potencialmente contra otros Gram +.

7.- Problemas enfrentados

7.1 Obtencion de quimeras

Se reemplazo el clon de cecropina por un gen de defensina de M. galloprovincialis para la
construccion de quimeras, debido a que informaciones recientes indican que la cecropina
tiene un efecto perjudicial en hepatocitos. Considerando lo anterior, algunas de las
heteroquimeras construidas podrian conservar un potencial téxico. Esto seria
contraproducente para su empleo en el control de patdégenos, que afecten productos

agricolas y/o acuicolas, que ha sido la proyeccion inicial planteada en el proyecto.

Con respecto a la inclusion de secuencias de Mytilus galloprovincialis, para la construccion
de heteroquimeras, obedecié a la intencion de considerar las ventajas de una variabilidad
intrafamiliar. Ademas que disponiamos de DNA gendémico de esa especie (cedido
gentilmente por nuestros colaboradores europeos), y partidores disefiados por nuestro

grupo, que amplificaban exitosamente un gen de defensina.

7.2 Caracterizacion de clones quimera mediante digestion con Nucleasa S1

La técnica de digestion de hibridos con la enzima S-1 reemplaz6 a la de caracterizar clones
mediante DGGE. Esta nueva técnica permite discriminar secuencias hibridas generadas por
el proceso de shuffling que se diferencian de los parentales desde un par nucleodtidos. Estas
diferencias se establecieron mediante hibridizacion molecular entre las moléculas
parentales (M. chilensis, M. galloprovincialis, A. purpuratus) y las quimeras provenientes

del proceso de recombinacion.

7.2.1. Condiciones Mejoradas de Digestién con Nucleasa S1.
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DNAs de M. chilensis y de M. galloprovincialis, como productos de amplificaciéon por PCR
(denominados DNAs Parentales), se adicionaron mezclados en una proporcién 1:1 o por

separados, en una cantidad de »2 g totales, y fueron tratados como se indica:
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e A un volumen de 80 pL de reaccion en tampon de la nucleasa S1, cubrir con 50uL de
aceite mineral y desnaturalizar por calentamiento en termociclador durante 10 min a
95°C. Se enfria inmediatamente en hielo por 5 0 mas min, para mantener el DNA en el

estado de hebra simple.

e Incubar por ~16:40 horas a la temperatura constante de 68°, 69°, 70° 6 71°C en

termociclador.

e Finalizada la incubacion, mantener refrigerado el DNA a 4° hasta su uso.

e Adicionar Nucleasa S1 en una concentracion final de 0,167 U/uL de reaccién, en la

pared del tubo.

e Centrifugar brevemente y tomar una alicuota (To), a un tubo que contiene EDTA frio

para una concentracion final de 20mM (en un exceso), mezclar y mantenerlo en hielo.

e Incubar a 37° por 20, 30 6 40 min, tomando las alicuotas correspondientes y detener la

reaccion como en el paso anterior.
Una vez procesadas todas las muestras y mantenidas en frio, resolver los productos de la

digestion por electroforesis en gel de agarosa al 2,5% en tampon TBE y realizar la

transferencia a membrana segun se describe.
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7.3. Resolucion por HPLC

La recuperacion cuantitativa de las quimeras por cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) fue inferior a la esperada, lo que se tradujo en un aumento de los costos a nivel
preparativo, situacion que nos llevo a eliminar este paso metodologico. Esto se sustenta por
el alto grado de resolucion alcanzado en las dos etapas de purificacion previas, intercambio

cationico y de hidrofobicidad, que otorgaban a las muestras un alto grado de pureza.

La eliminacion de la etapa de purificacion por cromotagrafia liquida de alta resolucién
(HPLC) se vio favorecida al incorporar como alternativa de expresion el sistema pET 27b
— E.coli BL 21. Este sistema incluye la salida del péptido al espacio periplasmico de la cepa
bacteriana gracias a la presencia de una reducida sefial de exportacién que no afecta la
actividad antimicrobiana de la molécula blanco. (ver resultados) asi lo confirma. La pureza
del péptido obtenido fue confirmada por caracterizacion electroforética en geles de Tris-
Tricina, lo que ratifica que este método tiene ventajas para la proyeccion comercial del
producto, puesto que es mas rapido, mas econémico y no requiere de una infraestructura

tan sofisticada como HPLC.
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8.- Calendario de Ejecucion

10. ACTIVIDADES DEL PROYECTO (adjuntar Carta Gantt mensual para la totalidad del proyecto)

ANO 2002

Objetivo Actividad N° Descripcion Fecha Fecha
Especif. N° Inicio Término
1.1 Seleccién de | Aislamiento y caracterizacién de las 7/1/02 30/3/02
1. secuencias de secuencias nucleotidicas para defensinas de
defensinas de M. chilensis
Mytilus chilensis.
Caracterizacion de las secuencias peptidicas 7/1/02 30/3/02
1. 1.2 de las defensinas de M. chilensis
2.1 Seleccion de 7/1/02 30/3/02
2. un clon de A partir de la informacién publicada obtener
cecropina secuencia nucleotidica de cecropina
2.2 DNA Construccion de secuencias quimeras de M. 4/3/02 30/4/02
2, Shuffling de las | chilensis
secuencias de M.
Chilensis
2. 2.3 DNA Construccion de secuencias quimeras de M. 4/3/02 30/4/02
Shuffling de las | chilensis y cecropina
secuencias de M.
Chilensis y
cecropina
3. 3.1 Caracteriza- | Caracterizacion de la (o las) secuencia (s) 4/3/02 31/5/02
cion de la quimérica (s) mediante DGGE
secuencia
quimérica
3. 3.2 Caracterizacion de la secuencia quimeérica 4/3/02 31/5/02
mediante secuenciacion nucleotidica de DNA
3 3.3 Estimacién de eventuales cambios 4/3/02 31/5/02
aminoacidicos de la secuencia quimera
4, 4.1 Clonaje de Clonaje de las secuencias quiméricas en 2/5/02 31/6/02
las secuencias sistema modelo
quiméricas
4. 4.2 Disefio de Secuenciacion de DNA estimaciéon de 2/5/02 31/6/02
partidores para el | eventuales cambios aminoacidicos.
rescate de la
quimera
Expresion de clones como proteinas de 2/5/02 31/10/02
4. 4.3 Expresion de | fusion en sistema de alta eficiencia
péptido
quimeérico
4. 4.4 Purificacion | Purificacion de péptido quimérico desde el 2/5/02 31/10/02
de péptido sistema de expresion (caulobacter) como HITO:
quimérico proteina de fusion. péptido
quimera
caracteriza-
do
molecular-
mente y
expresado
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10. ACTIVIDADES DEL PROYECTO (adjuntar Carta Gantt mensual para la totalidad del proyecto)

ANO 2003

Objetivo | Actividad Descripcion Fecha Fecha
Especif. N° N° Inicio Término
5. 5.1
Caracteri- | Caracterizacion cromatografica en fase reversa 1/8/02 28/06/03
zacion por HPLC del péptido quimera.
cromato-
grafica del
péptido
guimera
6. 6.1 Caracterizacion Electroforética de péptidos
quimeras en geles bidimensionales de 1/8/02 30/3/03
policrilamida por y por isoelectroenfoque
7. 71
Evaluacioé | Ensayos in vitro de actividad antimicrobiana en 1/8/02 30/3/03
n in vitro microplaca. ‘ HITO:
de £ o
- péptido
actnymjad quimera con
EIIFDRET actividad
biana antimicro-
biana
caracteri-
zado por
HPLC-
PAGE e IEF
7. 7.2
Evaluacié | Evaluacién in vitro de la potencial citotoxicidad 2/1/03 3/6/03
nde la de los péptidos quimeras.
citotoxici-
dad
7. 7.3
Seleccion | Seleccion de péptidos quiméricos con la mayor 2/1/03 30/6/03
de productividad, rango de accién y actividad
péptidos especifica.
quimeéricos
mas
eficientes
8. 8.1
Evaluacié | Evaluacién de la accion de los péptidos 1/3/03 30/12/03
n de seleccionados sobre otros agentes patégenos HITO:
péptidos asociados a la acuicultura. péptido
sob're quimera con
patqgenos alta
acuicolas actividad
antimicro-
biana y
patégenos
acuicolas y
baja
citotoxicidad
9. 9.1
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Prepara- | Preparacion y purificacion en cantidades de un 1/4/03 30/12/03
cién en péptido seleccionado.
gran
escala de
péptido
selec-
cionado
9. 9.2
Estudios Estudio de mercado de empleo de los péptidos 1/6/03 30/12/03
de descubiertos.
mercado
9.3
Modelo de | Modelo eventual de comercializacion de los 1/8/03 28/2/04
comer- péptidos (licencia de patente, formacion
cializa- empresa biotecnolégica, produccion y
cion. comercializacién compartida).

ACTIVIDADES EJECUTADAS

ENERO — ABRIL 2002

Objetivo Actividad N° Descripcion Fecha Fecha
Especif. N° Inicio Término
1.1 Seleccién de | Aislamiento y caracterizacion de las 7/1/02 30/3/02
1. secuencias de secuencias nucleotidicas para defensinas de
defensinas de M. chilensis
Mytilus chilensis.
Caracterizacion de las secuencias peptidicas 7/1/02 30/3/02
1. 1.2 de las defensinas de M. chilensis
2.1 Seleccion de 7/1/02 30/3/02
2 un clon de A partir de la informacién publicada obtener
cecropina secuencia nucleotidica de una defensina de
M. galloprovincialis.
2.2 DNA Construccion de secuencias quimeras de M. 4/3/02 30/4/02
2. Shuffling de las | chilensis
secuencias de M.
chilensis
2, 2.3 DNA Construccion de secuencias quimeras de M. 4/3/02 30/4/02
Shuffling de las | chilensis y M. galloprovincialis
secuencias de M.
chilensis y M.
galloprovincialis

3.1 Caracteriza-

ACTIVIDADES EJECUTADAS

MAYO - NOVIEMBRE 2002

Caracterizacion de la (o las) secuencia (s)

4/3/02

31/5/02

cion de la quimeérica (s) pordigestion con nucleasa
secuencia $1
quimeérica
3. 3.2 Caracterizacién de la secuencia quimérica 4/3/02 31/5/02
mediante secuenciacién nucleotidica de DNA
3 3.3 Estimacion de eventuales cambios 4/3/02 31/5/02
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aminoacidicos de la secuencia quimera
4. 4.1 Clonaje de Clonaje de las secuencias quiméricas en 2/5/02 31/6/02
las secuencias sistema modelo
quiméricas
4. 4.2 Disefio de Secuenciacion de DNA estimacién de 2/5/02 31/6/02
partidores para el | eventuales cambios aminoacidicos.
rescate de la
quimera
Expresion de clones como proteinas de 2/5/02 31/10/02
4. 4.3 Expresion de | fusidon en sistema de alta eficiencia
péptido
guimérico
4. 4.4 Purificacion | Purificacion de péptido quimérico desde el 2/5/02 31/10/02
de péptido sistema de expresion (caulobacter) como HITO:
quimérico proteina de fusion. péptido
quimera
Purificacion del péptido por lisis de E. caracteriza-
coli, no como proteina de fusién. do
molecular-
mente y
expresado

ACTIVIDADES EJECUTADAS
DICIEMBRE DE 2002 — JUNIO 2003

Objetivo Actividad Descripcion Fecha Fecha
Especif. N° N° Inicio Términe
5. 51
Caracteri- Caracterizacion cromatografica en fase 1/8/02 28/06/03
zacion reversa por HPLC del péptido quimera.
cromato-
grafica del | Caracterizacion cromatografica por
péptido intercambio cationico e hidrofobicidad.
quimera
6. 6.1 Caracterizacion Electroforética de péptidos
Caracteri- quimeras en geles bidimensionales de 1/8/02 30/3/03
zacion policrilamida por y por isoelectroenfoque
electroforéti
ca del
péptido
quimera
7. 71
Evaluacion | Ensayos in vitro de actividad antimicrobiana 1/8/02 30/3/03
in vitro de en microplaca. HITO:
actividad péptido
;r::\n;mro- quim'era con
actividad
antimicro-
biana.
7. 7.2
Evaluacion | Evaluacion in vitro de la potencial citotoxicidad 2/1/03 3/6/03
citotoxicidad | de los péptidos quimeras.
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7.3
Seleccioén
de péptidos
quiméricos
mas
eficientes

Seleccioén de péptidos quiméricos con la
mayor productividad, rango de accién y
actividad especifica.

2/1/03

30/6/03

ACTIVIDADES EJECUTADAS

JULIO 2003 — OCTUBRE 2003

5.1 Caracteri-
zacion cromato- | Caracterizacion cromatografica por 1/07/03 30/09/03
grafica del intercambio cationico e hidrofobicidad.
péptido quimera
6.1 Caracteri- Caracterizacion Electroforética de péptidos
zacion quimeras en geles bidimensionales de
electroforética policrilamida por y por isoelectroenfoque
del péptido
quimera Se reemplazé por la caracterizacién
funcional de las quimeras (7.1-7.3)
71
Evaluacién in Ensayos in vitro de actividad antimicrobiana 1/08/03 30/10/03
vitro de actividad | en microplaca.
antimicro-biana
7.2
Evaluaciénde la | Evaluacion in vitro de la potencial 1/08/03 30/10/03
citotoxici-dad citotoxicidad de los péptidos quimeras.
7.3
Seleccion de Seleccioén de péptidos quiméricos con la 1/08/03 30/10/03
péptidos mayor productividad, rango de accién y
quiméricos mas | actividad especifica.
eficientes

ACTIVIDADES EJECUTADAS

NOVIEMBRE DE 2003 - DICIEMBRE 2003

8.1
Evaluacié
n de
péptidos
sobre
patégenos
acuicolas

Evaluacion de la accién de los péptidos
seleccionados sobre otros agentes patégenos
asociados a la acuicultura.

1/3/03

30/12/03
HITO:
péptido
quimera con
alta
actividad
antimicro-
biana y
patogenos
acuicolas y
baja
citotoxicidad
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9. 9.1
Prepara- | Preparacion y purificacion en cantidades de un 1/4/03 30/12/03
cién en péptido seleccionado.
gran
escala de |No se realizo
péptido
selec-
cionado
9. 9.2
Estudios | Estudio de mercado de empleo de los péptidos 1/6/03 30/12/03
de descubiertos. *
mercado
9.3
Modelo de | Modelo eventual de comercializacion de los 1/8/03 28/2/04
comer- péptidos (licencia de patente, formacion
cializa- empresa biotecnolégica, produccion y
cion. comercializaciébn compartida). *

* Ver anexos Planificacion Estratégica y Plan de Negocios CT
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9.- Difusion de los Resultados

La difusion de los resultados del proyecto comenzé con el Primer FORO Biotecnologia
acuicola y agricola: del laboratorio al mercado, organizado por el Centro de
Transferencia Tecnologica de la Pontificia UCV, CT Valparaiso. Con el fin de dar a
conocer publicamente las moléculas antimicrobianas descubiertas en un contexto de
oportunidades para otorgarles utilizacion practica, se disefid este evento fundamentalmente
para un publico interdisciplinario e intersectorial del ambito industrial y orientado a
negocios biotecnolégicos. Entre los propdsitos, el evento tuvo como objetivo posicionar el
tema biotecnoldgico en la V Region, generar interés empresarial por utilizar benéficamente
estos avances y descubrimientos, asi como también generar inquietud por enlazar este tipo
de ciencia a un contexto de produccion industrial. Ademas de la Autoridad maxima de la
region, contd con la participacion del Rector de la Universidad y otros personeros publicos
y privados. Convocé a inventores, investigadores del area biotecnoldgica, empresarios del
rubro, profesionales biotecnolégicos, emprendedores interesados en iniciativas privadas de
negocios, inversionistas que buscan poner dineros en proyectos de alta rentabilidad,

representantes del sector publico interesados en apoyar iniciativas de este tipo.

La presentaciéon de los descubrimientos especificos de moléculas con propiedades
antimicrobianas estuvo a cargo de la Dra. Gloria Arenas, mientras que el Dr. Sergio
Marshall expuso sobre las inversiones en investigacion cientifica, recalcando que es
absolutamente necesario para posteriormente culminar con productos en el mercado. Un
potencial usuario de estas moléculas antibacterianas y antifungicas es el sector salmonero,
motivo por el cual expuso el Sr. Adolfo Labial, Gerente General del Instituto Tecnoldogico
del Salmén (INTESAL), quien recalco las necesidades criticas que registra esta industria y
la apelacion a los biotecndlogos para buscar adecuadas soluciones a estos problemas. Se
tuvo oportunidad de conocer experiencias de desarrollo del sector biotecnologico en
Estados Unidos mediante la intervencion del Dr. Fernando Quezada, Director
Biotechnology Center of Excellence Corporation, quien mostrd la diversidad de aspectos

que concurren para generar industrias en esta area, siendo muy necesarios tomar en cuenta
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para emprender con éxito en este sector en Chile y particularmente en la region de

Valparaiso.

Se trabajé con una masa critica importante de profesionales interesados en la biotecnologia,
convocandolos a llevar adelante sus propias iniciativas. Se ejercitaron en grupos para
desarrollar ideas de emprendimientos de proyectos biotecnoldgicos que integren la fase
cientificas, de transferencia tecnoldgica y las etapas de industrializacion y distribucién de
productos innovadores para satisfacer necesidades reales de los usuarios. Con este ejercicio
de motivacion, el Centro de Transferencia Tecnoldgica de la Pontificia UCV ha entrado en
conversaciones demostrativas de reales intereses en poder explotar industrialmente
moléculas antimicrobinadas como las descubiertas en este proyecto FIA. Se considera que
este mecanismo de difusion ha resultado una buena manera de realzar la importancia del
proyecto, al contextualizarlo en la industria biotecnoldgica completa y como sector cuyo
desarrollo debe ser promocionado en la region. Cabe destacar que la Pontifica UCV ya ha
logrado un ejemplo de producto biotecnolégico que se lanzard al mercado a través de una
empresa que estd adquiriendo la licencia exclusiva del producto, de manera que estos
nuevos productos debieran llegar a transferirse mediante estos mismos procedimientos
especializados disponibles en su Centro de Transferencia Tecnolédgica, representando una
forma de difusién selectiva adicional, cuyo conocimiento especifico comenzara a llegar a
quienes se interesen y se encarguen verdaderamente en que estos descubrimientos tengan

real aplicacion.
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10 .- Impactos del Proyecto

Como resultado del proyecto se ha logrado expresar en E. coli BL 21 péptidos parentales
del tipo defensina de los moluscos chilenos Mytilus chilensis y Argopecten purpuratus.
Ademas se han generado y expresado cuatro quimeras derivadas de los parentales Mytilus
galloprovincialis 'y Argopecten purpuratus con un amplio rango de actividad
antimicrobiana superior a la de los parentales, sobre bacterias Gram + y hongos, siendo

principalmente de caracteristicas antifingicas.

Por lo anterior podemos afirmar que el impacto cientifico del proyecto ha sido el desarrollo
biotecnoldgico evidenciado en la capacidad de generar nuevas moléculas antimicrobianas,
con secuencias nucleotidicas modificadas que pueden ser expresadas en sistemas
heterélogos. Este ultimo hecho permite estimar una producciéon masiva en biorreactores,
que proporcionaria cantidades suficientes para su aplicacion en el campo. Ademas las
quimeras presentaron una mayor actividad sobre hongos o bacterias con respecto a las
naturales, por lo que el efecto antimicrobiano se consigue con menores concentraciones y

por lo tanto resultarian mas eficientes frente a patégenos.

El impacto economico del proyecto surgira cuando las moléculas descubiertas se empleen
en el desarrollo de productos que llegaran a usuarios finales a través del mercado. Para que
ello ocurra, sera necesario evaluar las posibles aplicaciones a fin de disefiar nuevos
productos, patentarlos y entregar las licencias a fabricantes que se encarguen de producirlos
en forma masiva. En otros paises en que grupos de investigacion estan desarrollando este
tipo de moléculas han concitado alto interés de las empresas del sector biotecnolégico, al
permitirles el desarrollo de nuevos proyectos de inversion rentables. Considerando como
referencia un producto de utilizacion en la acuicultura, que la Pontificia UCV ha licenciado
a una compafifa farmacéutica extranjera, se podria pensar que los péptidos generarian
productos por US$6 millones anuales, dependiendo del tamafio del mercado. EI valor
socio-econémico de los péptidos quiméricos debiera ser elevado, si se considera que
podrian solucionaran problemas que actualmente requieren grandes inversiones para
evitarlos, como por ejemplo en el combate de hongos en la salmonicultura que genera

pérdidas por US$30 millones en este sector. Adicionalmente podrian ser una solucion a la
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situacion residual de antibidticos y otros elementos quimicos en la carne de salmén, que
actualmente estd motivando rechazos de envios en mercados internacionales, con el
consecuente deterioro de la imagen pais. Por tratarse de descubrimientos recientes y de una
materia prima que debera ser investigada en detalle para su uso en distintos productos, es
imposible tener una evaluacion precisa de su impacto econémico actual. Esto se resolvera
con subsiguientes evaluaciones econémicas privadas que se deberan realizar para
determinar los flujos y las inversiones necesarias para concebir, crear, desarrollar, producir

y comercializar cada producto.

El descubrimiento de moléculas naturales con efectos antimicrobianos es una actividad
intensiva en investigacion cientifica que se ha estado promoviendo apenas en los ultimos
cinco afios en Chile. Por esta razon, se puede indicar que este proyecto FIA se contextualiza
en un proceso inicial que busca otorgar importancia a esta linea de trabajo. Los impactos
inmediatos son unicamente informativos sobre las posibilidades que nos ofrecen estos
péptidos, no obstante que al descubrir moléculas con actividades antibacterianas y
antifungicas concretas como sucedié con este proyecto, las expectativas que se esbozan

llevan el tema a un sitial importante desde el punto de vista de la industria farmacéutica.

Se descubrieron cuatro moléculas con propiedades antimicrobianas, dos de las cuales son
antifungicas (Q-27 y Q-37) y dos adicionales con efectos antibacterianos (Q-40 y Q-74).
Para materializar productos concretos, existe el proximo desafio de generar péptidos puros,
establecer con precision la diversidad de enfermedades microbianas que pueden ser
abatidas con estas moléculas, disefiar y desarrollar productos para su aplicacion de acuerdo

a las necesidades.

Otro aspecto relevante destacar, es la necesidad de proteger la propiedad industrial de las
moléculas funcionales descubiertas en este proyecto a través del patentamiento de ellas y de
sus aplicaciones en productos, lo que enriquecera el patrimonio intelectual del pais en el

contexto internacional.
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Al culminar el proyecto se efectud el Primer FORO Biotecnologia acuicola y agricola:
del laboratorio al mercado. Se realiz en los dias jueves 13 y viernes 14 de mayo en el
Circulo Espafiol de Vifia del Mar. Conto con la presencia inaugural del Sr. Intendente de la
V Region, don Luis Guastavino; el Rector de la Pontificia UCV y otras autoridades
universitarias y del FIA. Tuvo asistencia de 66 profesionales del area biotecnoldgica y
empresarial. Detalles del programa se presenta en el folleto adjunto. Este evento impact6 en
la regién, debido a que el Gobierno Regional manifesto interés en geolocalizar este tema en
la zona. El encuentro se caracterizo por enfatizar la posibilidad que estos descubrimientos

biotecnolégicos se incorporen lo mas rapido posible en los mercados.

11.- Conclusiones y Recomendaciones.
Conclusiones

e Se cumplieron los objetivos propuestos a cabalidad y en los tiempos estimados

e Se identificaron péptidos del tipo defensina en dos especies de bivalvos nativos

e Se incorpor6 el manejo biotecnoldgico a la generacion de péptidos antimicrobianos
recombinantes

e Todos los péptidos recombinantes fueron generados como hibridos en sistemas
heter6logos

e Ninguno de los péptidos expresados tienen efecto citotoxico.

e Se generaron cuatro péptidos quiméricos: dos homoquimeras (Q-27 de mitilidos; y
Q-40 de pectinido) y dos heteroquimeras (Q-37 y Q-74, ambas mitilido-pectinido).

e La actividad antimicrobiana de las quimeras es mayor que la de las lineas
parentales.

e Hay especificidades que diferencian las quimeras: Q-23 y Q-37 son esencialmente
antifingicas y Q-40 y Q-74 inhiben el crecimiento de Gram positivas.

e Se estableci6 un procedimiento de purificacion de péptidos recombinantes que

puede escalarse a nivel comercial.
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Recomendaciones:

e Seria ventajoso explorar otros sistemas heterologos de expresion, que permitan

recuperar al péptido recombinante sin secuencias adicionales para evaluar su real

potencial antimicrobiana.

e Para la aplicacién de los péptidos contra agentes patogénos en actividades

acuicolas y/o agricolas hay que asociarlos a matrices inertes o a portadores que

faciliten su entrega dirigida.

e Considerar financiamiento adicional al grupo de trabajo para satisfacer alguna de

12 .-

las dos recomendaciones.

Otros Aspectos de Interés

No se consideran otros aspectos de interés para detallar en este capitulo.

13 .-

Anexos

Actividad final del provecto.

Foro

de Biotecnologia Acuicola y Agricola: del laboratorio al mercado.

Afiche de difusion

Aviso en Diario El Mercurio de Valparaiso
Base de datos de invitados

Base de datos asistentes
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6.1.- MISION

Transformar rdpidatamente en negocios las nuevas aplicaciones
encontradas para la funcién antimicrobiana de la molécula descubierta,
que estard debidamente protegida mediante patente industrial a nivel
nacional e internacional. Licenciar las patentes a nivel internacional y
Nacional.

&

6.2.- VISION

Liderar en Chile la creacién de nuevos negocios e industrias con productos
innovadores de calidad mundial derivados como aplicaciones de la
molécula anfimicrobiana descubierta.
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Objetivo 1:

Objetivo 2:

Objetivo 3:

Objetivo 4:

Objetivo 5:

Objetivo 6:

Objetivo 7:

T, . y
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Poner en marcha la empresa con la primera licencia de
explotacion comercial de la patente de la molécula
antimicrobiana.

Aplicar mejoras en gestion y operaciéon en un plazo no
superior a medio ano.

Montar la planta de produccién del producto para
proveer a las empresas licenciantes de la molécula
antfimicroniana.

Generar los primeros ingresos significativos durante el
segundo ano de operacion de la empresa con la venta
masiva de la molécula antimicroniana.

Ingresar al mercado internacional, usando las ventajas
competitivas y de Kow How técnico para desarrollar
nuevos productos a partir de la molécula antimicrobiana
patentada.

Focalizar la busqueda de Clientes en el extranjero para
la entrega de nuevas licencias de patentes.

Generar estabilidad de ingresos por concepto de
licencia de patentes para nuevas aplicaciones.
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Estrategia 1:

Estrategia 2:

Estrategia 4:

%)

Generar dlianzas estratégicas con los  propios
licenciantes de la patente de aplicacién para asegurar
la comercializacion de la molécula antimicrobiana,
mediante el aprovisionamiento exclusivo.

Disminuir los costos de la gestion a través del uso de la

experticia y competencias de los socios productores y
comercializadores de los productos finales.

Crear altas barreras de entrada al negocio, mediante la
obtencion de la patente de la molécula antimicrobiana
y de sus particulares aplicaciones (diversidad de
productos).
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Plan de accidén 1:

Plan de accién 2;

Plan de accién 3:

Plan de accién 4:

Plan de accidén 5:

Plan de accién é:

Atracciéon de inversionistas para instalarse en los
negocios definidos por cada aplicacion de la
molécula.

Implementacion de la infraestructura para trabajar
en linea con cada nuevo inversionista.

Desarrollo e implementacion de los Sistemas de
Gestion, control y ordenamiento de la empresa.

Creacion de canales de comercializacion con
énfasis a la atencién de clientes en el extranjero.

BUsquedc,’ aseguramiento de los clientes vy
FIDELIZACION de clientes.

Aseguramiento de la calidad a través de
cerfificaciones del producto entregado.
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JETIVO DE VENTAS

e Buscar join ventures con paises extranjeros para asegurar la

produccion e intercambio tecnoldgico.

e Iniciar el proceso de Exportacion de péptidos
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Rl = Ingreso / Inversion

RV = UTILIDAD NETA / VENTAS
VAN: $117.229.309

TIR:  23%

IBRIO (P.E.)

ANO 1

ANO 2

ANO 3

ANO 4

ANO 5

ANO 6

ANO 7

ANO 8

ANO 9

ANO 10
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CION DEL NEGOCIO
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Biotesis Ltda. estara orientada a satisfacer necesidades empresariales de
desarrollo de nuevos productos en base a péptidos antimicrobianos y a
licenciar estos productos derivados y proveer esta materia prima para la
fabricacion masiva en la industria farmacéutica, cosmética y sanitaria.

Biotesis Ltda. aportard como valor agregado el respaldo de instituciones
tecnoldgicas, universidades y especialistas.

s,
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YUCTOS Y SERVICIOS

OL

Existen dos lineas de negocio:
2.1.- LICENCIAMIENTO DE PATENTES DE PRODUCTOS PEPTIDICOS DERIVADOS
Comercializacion de licencias de explotacion productiva vy

comercial de nuevos productos concebidos, disenandos vy
desarrollados en base al uso de péptidos antimicrobianos.

2.- FABRICACION Y COMERCIALIZACION DE PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS

Fabricacion y comercializacion de péptidos antimicrobianos para
abastecer empresas beneficiarias de las licencias de explotacion
productiva y comercial entregada por Biotesis Ltda..
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3. MERCADO OBJETIV

Estos a nivel general pueden se clasificados por origen del cliente en dos
grandes items con subclasificaciones:

Mercado Nacional

e Licencias de patentes de productos peptidicos
e |nversionistas
e Grandes empresas
e Empresas manufactureras

e Fabricacion y comercializacion de péptidos antimicrobianos
e Empresas farmacéuticas
e Empresas del rubro cosmético
e Empresas manufactureras

e licencias de patentes de productos peptidicos
e Inversionistas
e Grandes empresas
e Empresas manufactureras

e Fabricacién y comercializacion de péptidos antimicrobianos
e Empresas farmacéuticas
e Empresas del rubro cosmético
e Empresas manufactureras

PAISES
e Espana
e Europa en general
e F[Estados Unidos
e Paises asidticos

4. PROCESOS
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- DESARROLLOS PROPIOS I ‘?, PRODUCTOS Y PROCESOS PAR;
@% =NCION DE PATENTES Y SU INDUSTRIALIZACION

|

La concepcidn, diseno y desarrollo de nuevas aplicaciones de los péptidos
antfimicrobianos se efectuardn en conjunto con CT Valparaiso S.A. En
cada etapa se acumula un conocimiento técnico, se efectla un proceso
de gestion creativa previa, para luego desarrollar conceptos de diseno de
productos, asi como el desarrollo formal del mismo. Luego de haber
realizado las pruebas precomerciales y comprobado su aceptacion en el
mercado, se procede a solicitar la patente industrial, la que posteriormente
serd licenciada a terceros para su explotacion productiva y comercial.

4.2.- PRODUCCION DE PEPTIDOS

La produccion masiva de péptidos se realizard mediante una planta de
fabricacion de la propia empresa.
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5.1.- LICENCIA DE EXPLOTACION DE PRODUCTOS PEPTIDICOS

Las licencias de explotacion comercial de las patentes de nuevos
productos las realizard Biotesis Lida. en conjunto con CT Valparaiso S.A.

A nivel nacional, junto con entregar licencias, se centrardn esfuerzos en
empresarizar los nuevos productos con el objeto de instalar operaciones
productivas en el propio pais.

5.2.- DISTRIBUCION DE PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS

Comercializacion mediante distribuidores autorizados por Biotesis Ltda.,
tanto a nivel nacional como internacional.
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1. SiBiotesis Ltda.. se localiza en Valparaiso, queda ubicada cerca de
Santiago y diversas unidades de investigacion nacionales.

2. Nivel de experticia y competencia cientifica, técnica y de gestion en
transferencia tecnoldgica de los socios fundadores de la empresa
(know how)

3. Operaciones de desarrollo tecnoldgico a nivel nacional e

internacional.

Procesos y procedimientos con resultados concretos.

Mecanismos de salida definidos y confrolados.

o g

1. Posibilidades de concepciéon, diseno y desarrollo de nuevos
productos a bajo costo por instalarse la empresa en una regién con
diversidad de grupos de investigacion especializados y accesibles a
solicitudes de trabajo contratado.

2. Explotacion del potencial de negocios otorgado por la experticia
cientifica, técnica y en ftransferencia tecnoldgica de los socios
fundadores de la empresa (know how).

3. Vias expeditas para instalar operaciones de desarrollo tecnoldgico a
nivel nacional e internacional, a fravés de la cercania con la
Pontificia UCV y de CT Valparaiso S.A., que junto a ofros socios,
dardn origen a esta nueva empresa biotecnoldgica.

4. Posibilidades de concretar con productos innovadores en el
mercado.

5. Salida del negocio rdpida debido a que el valor de la empresa estd
mayoritariamente en su Know How y menos en el tamano de las
inversiones en activos fijos.

6. Partficipacion activa en el desarrollo de la industria biotecnoldgica
en Chile.
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Lejania de la ubicacién de la demanda (Europa, Asia y norte
América)

Escaso nivel de consumo nacional

Conocimiento nulo en el mercado nacional

Existencia el mercado europeo de otras empresas con mayor know

how

Mayor organizacion de otros paises exportadores para cubrir el
mercado internacional

Expansion de paises exportadores tradicionales

Poca experiencia en Chile sobre el conocimiento de este rubro
Alto Interés por esta actividad comercial en Chile

Nula credibilidad en tecnologias chilenas en el extranjero y en el
propio pais.

Venta de licencias de patentes industriales no catalogadas en el
sistema armonizado de exportaciones.
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8. VENTAJAS COMPARATIVAS

know how biotecnoldgico y especificamente en produccion
peptidica

Respaldo de unidades cientificas universitarias y de un centro de
transferencia tecnoldgica

Operaciones con grupos de cientificos nacionales 'y extranjeros
Capacidad Instalada de la PUCV y de CT Valparaiso S.A.,
destacando sus operaciones nacionales e internacionales en el
ambito biotecnolégico y de la transferencia tecnolégica.
Experiencia previa en este dmbito biotecnoldgico de los gestores del
negocio.

111



El atractivo de la industria es medio-alto

BARRERAS A LA

ENTRADA
NIVEL MEDIO - ALTO

e Niveles de
inversion: medio

PODER CLIENTES

Medio
Finales e Intermediarios

e Marcas: Alto Competencia
e VolUmenes de

venta: medio

e Calidad del NACIONAL: Baja
proceso: alto

e Frecuencia De INTERNACIONAL: alta
Demanda:
media

PODER PROVEEDORES
Alto

Unico proveedor de licencia
de patente del péptido
anfimicrobiono, que puede
otorgar exclusividad o no

SUSTITUTOS
Medio

Mercado nacional e
internacional:  productos
farmaceéuticos,
cosmeéticos y sanitarios
Mercado Internacional:
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TORNO

VARIABLES

Politico: Estabilidad politica chilena atractivo para los mercados
extranjeros y es uno de los pocos paises estables en Latinoamérica
Legal: TLC disminuye una serie de barreras
Econdmico:
o Ddlar en baja pero permite competitividad
o TLC Favorecen en exportaciones
o Desarrollo emergente del mercado de la empresarizacion de
nuevas ideas de negocio, asi como del licenciamiento de
patentes industriales
o Favorable escenario para la transferencia tecnoldgica en
Chile
o Favorable escenario para propiciar la industria biotecnolégica
en Chile

. v g g g g
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#

Politica fiscal para entregar al empresario chileno mejor nivel

competitivo a nivel internacional.
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