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CONCURSO NACIONAL DE PROYECTOS
DE DESARROLLO E INNOVACI()N EN
BIOTECNOLOGIA 2001

FORMULARIO DE PRESENTACION
DE PROPUESTAS

La propuesta de proyecto debera presentarse en este formulario, en tres
ejemplares (un original y dos copias) y en disquet. Aquellos postulantes
que no cuenten con medios computacionales, pueden transcribir el
contenido del proyecto directamente a este cuadernillo.

Antes de iniciar la preparacion del proyecto y el llenado del
formulario se solicita leer con detencién todos los puntos del
"Instructivo para la Presentacion de Propuestas", a fin de evitar
errores que dificultaran posteriormente la evaluacion de la propuesta por
parte de la Fundacién, o que puedan ser motivo de rechazo de la
propuesta en las etapas de admision o evaluacion.

El formulario esta dividido en secciones, que incluyen cierto espacio para
la presentacion de la informacion. Si el espacio en una seccién
determinada no es suficiente, se podran agregar hojas adicionales,
identificando la seccion a la cual pertenecen. Podra adjuntarse ademas
cualquier otro tipo de informacién adicional o aclaratoria que se considere
importante para la adecuada descripcion de la propuesta.




5% COBIER Fagina
B FUNDACION PARA Lh Numero .
INNOVACION AGRARIA
FOLIO DE [g73 CODIGO BIOT- 01-AC- 58
BASES (uso interno)

1. ANTECEDENTES GENERALES DEL PROYECTO

NOMBRE DEL PROYECTO:

GENERACION, SELECCI(?N Y PURIFICACION BIOTECNOLOGICA DE PEPTIDOS
ANTIMICROBIANOS QUIMERICOS PARA EL CONTROL AMIGABLE DE ENFERMEDADES
IASOCIADAS AL SECTOR PRODUCTIVO Y AGRICOLA CHILENO.

Linea Tematica: AREA ACUICOLA Rubro: CONTROL
ENFERMEDADES

Region(es) de Ejecuciéon: |V REGION

Fecha de Inicio: 30-12-01 ]
DURACION: eoLiEgEs

Fecha de Término: 01-03-04
AGENTE POSTULANTE:

Nombre : UNIVERSIDAD CATOLICA DE VALPARAISO

Direccién : AV. BRASIL 2950 Ciudad y Region: V

RUT :

Teléfono : (32) 273292 Fax y e-mail: rector@ucv.cl

Cuenta Bancaria (tipo, N°, banco):

AGENTES ASOCIADOS:

REPRESENTANTE LEGAL DEL AGENTE POSTULANTE:

Nombre: ALFONSO MUGA NAREDO

Cargo en el agente postulante: RECTOR

RUT: Firma:

Direccién: AV. BRASIL 2950 Ciudad y Regi6n:-V

Fono: (32) 273292 Fax y e-mail: (32) 273292 —rector@ucv.cl

COSTO TOTAL DEL PROYECTO
(Valores Reajustados) 2 $

FINANCIAMIENTO SOLICITADO 66
(Valores Reajustados) 1 $ %

APORTE DE CONTRAPARTE 34
(Valores Reajustados) : $| 7 %
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2. EQUIPQO DE COORDINACION Y EQUIPO TECNICO DEL PROYECTO

2.1. Equipa de coordinacion del proyecto
(presentar en Anexao A infarmacion scolicitada sobre los Coardinadoras )

COORDINADGR DEL PROYECTO
NOMBRE . RUT FIRMA ~
SERGIO MARSHALL GONZALEZ

AGENTE DEDICACION
UNIVERSIDAD CATOLICA DE VALPARAISQ PROYECTO
(%/afio)
20%
CARGO ACTUAL CASILLA
VICERRECTOR DE INVESTIGAC!ON Y ESTUDIOS AVANZADOS 4059
DIRECCION : CIUDAD
AV. BRASIL 2950 VALPARAISO
FONQ FAX E-MAIL
(32) 273444 (32) 273437 vriea@ucv.c!

COORDINADCR ALTERNO DEL PROYECTO

NOMBRE RUT E
GLORIA ARENAS DIAZ C /‘j
AGENTE /bEDxCAcon

PROYECTO
UNIVERSIDAD CATOLICA DE VALPARAISC %/ANO

27%

CARGO ACTUAL CASILLA
PROFESCORA JORNADA COMPLETA, INSTITUTO DE BIOLOGIA 4059
DIRECCION CIUDAD
AV. BRASIL 2950 VALPARAISO
FONO FAX EMAIL

(32) 273205 (32) 273437 garenas@ucv.cl
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2.2. Equipo Técnico del Proyecto
(presentar en Anexo A informacia

Pagina

Numero

nbros del equipo técnico)

Nombre Compieto RUT Profesion Especialidad Funcién y Dedicacion
y Firma Actividad en el | al Proyecto
'n Proyecto (%/afio)
Ph.D COORDINADOR | INVESTIGADOR 20%
GENERAL DEL | PRINCIPAL
SERGIO MARSHALL PROYECTO.
GONZALEZ GENETICA.
'—-’"/—ﬁ COORDINADORA | INVESTIGADORA =%
GLGRIA ARENAS™ DOCTOREN |ALTERNA DEL
DIAZ CIENCIAS PROYECTO.
INMULOGIA
/
u . f/\ IRAY S 9y LICENCIADO |{BIOLOGIA
, EN BIOLOGIA, | MOLECULAR. INVESTIGADOR, 100%
VICTOR /(JONZON Y DR. ENCS. INMUNCLOGIA | PURIFICACION
GODOY/ 7/ BIOLOGICAS. PEPTIDOS.
7 7
"2 i g J INGENIERO |INNOVACIONY |GERENCIAMIENTO
[ ==t % PESQUERO, |TRANSFERENCIA 18%
i i = MAGISTER EN [TECNOLOGICA | TRANSFERENCIA
MARCELD / GESTION, Y NEGOCIOS
ARRED®NDO DIPLOMA EN TECNOLOGICOS.
ARAYA FINANZAS
N.N. INVESTIGADOR 50%
POSTDCCTORADO BIOLOGIA
MOLECULAR
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3. BREVE RESUMEN DEL PROYECTO

(Completar esta seccion al finalizar la formulacion del Proyecto)

Los paises en vias de desarrollo necesitan avanzar en la potenciacion de la biotecnologia
para depender cada vez menos de los paises que la exportan. Esto trae ventajas
econdmicas y sociales al generar conocimientos propios proyectados hacia areas aplicadas
a nivel local. Una politica como esta, permitiria solucionar problemas nacionales con
tecnologias de punta, generadas por grupos de investigacion cientifica e industriales que le
otorgarian independencia intelectual y productiva al pais. Precisamente en Chile donde se
ha potenciado en los Gltimos afios la produccion de especies marinas cultivables, que tienen
un gran atractivo en el consumo mundial, puede surgir un polo biotecnolégico de progreso
asociado con esta actividad.

Esta propuesta presentada al Concurso de Proyectos de Desarrollo e Innovacién en
Biotecnologia 2001, tiene como propésito generar técnicas biotecnolégicas, para obtener
moléculas con actividad antimicrobiana que puedan tener una aplicacion farmacolégica
frente a patégenos que afectan productos agricolas como acuicolas. Estos compuestos
corresponden a péptidos nativos y sus quimeras extraidos de la hemolinfa de Mytilus
chilensis , que es un bivalvo chileno de gran abundancia y muy resistente a enfermedades.

La investigacion y desarrollo biotecnologico, se basara en la aplicacion de técnicas de
genética molecular, en momentos en que se estd dando un salto cuantico en la capacidad de
modificar informacion preexistente acelerando procesos naturales (Chicurel, 2001). Una de
las técnicas mas innovadoras derivadas de éste conocimiento, es la recombinacion genética
de bloques de secuencias de familias de genes para generar proteinas hibridas funcionales
con rangos de accion optimizados, superando a las entidades individuales de las cuales se
derivaron (Stemmer, 1994; Craneri et al., 1998).

Las expectativas econdmicas que registra el descubrimiento de péptidos de naturaleza
antimicrobiana, permite suponer en el futuro la instalacion de fabricas de farmacos peptidicos.
Disponiendo de los péptidos descubiertos es posible en Chile instalar una empresa dedicada a
este propdsito con una inversién inicial de US$5.000.000.-, resultando rentable si se dedicara a
producir dosis para suministrar en la industria salmonera nacional para combatir enfermedades
viricas y bacterianas, tales como, Piscirickettsia salmonis y Necrosis Pancreatica Infecciosa
(IPNv). Si se considera una adopcion conservadora del producto en este mercado, es posible
que una industria privada logre una TIR cercana al 20%, con flujos netos actualizados de
US$1 millén. La posibilidades de transferencia del producto tecnoldgico se ven favorecidas por
la posibilidad de producir el péptido antimicrobiano con tecnologia que puede escalarse a
partir de la propia experiencia cientifica de laboratorio.
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4. IDENTIFICACION DEL PROBLEMA A RESOLVER

Enfermedades causadas por bacterias hongos y virus son factores limitantes en la
optimizacion economico-social de los cultivos marinos y agricolas de impacto en la
alimentacion humana. La estrategia mas ampliamente utilizada para contrarrestarlas, tanto
en los paises desarrollados como en los paises productores en vias de desarrollo, ha sido la
aplicacion incremental, y a veces indiscriminada, de antibiéticos y/o pesticidas, incluso a
sabiendas de su eventual y fuerte impacto ambiental. Este Gltimo se materializa, en el
tiempo, en la induccion de resistencias no deseadas ni esperadas en bacterias y hongos
para el caso de los antibidticos, y en la contaminacion de tierras agricolas, de aguas de
riego o de aguas de cultivos para el caso de los pesticidas. En ambos casos un antecedente
adicional es que presentan una dificil biodegradacion. Debido e estos problemas, diferentes
grupos de investigacion estan abocados a buscar alternativas que permitan disminuir estos
efectos negativos, logrando especies resistentes a enfermedades o bien seleccionando
moléculas, que puedan ser usadas de modo mas amigable con el hombre y con su entorno.

En este sentido se ha logrado avances al re-descubrir moléculas naturales con efectos
antimicrobianos que han sido obtenidas desde diferentes organismos animales y vegetales
desde mediados del siglo pasado. La mayoria corresponde a péptidos de naturaleza
catidnica, de bajo peso molecular y normalmente enriquecidos en residuos de cisteina o
prolina.

Debido al desarrollo tecnoldgico en diversos campos del saber, donde se destaca el avance
de la bioinformatica, se ha podido establecer homologias estructurales y funcionales entre
estas moléculas individualmente descritas. Esto, obviamente potencia un campo de accién
decididamente biotecnoldgico donde es posible innovar utilizando organismos locales, para
la busqueda de moléculas con actividad antimicrobiana patentables que puedan ser
utilizadas en su estado nativo o modificadas genéticamente a partir de elementos descritos
en organismos foraneos, para poder enfrentar adecuadamente epizootias y/o para la mejora
de especies de interés comercial nacional.

La posibilidad de aplicar exdgenamente péptidos heterdlogos purificados desde distintos
organismos para combatir la accion de patégenos sobre vegetales se basa en el hecho que
se ha demostrado que las plantas terrestres han desarrollado sistemas de defensa para
combatir los efectos causados por microorganismos. Entre ellos las defensinas, familia de
péptidos enriquecidos en cisteina, que causan la inhibicion del crecimiento de un amplio
rango de hongos a concentraciones micromolares, pero que no causan efectos téxicos ni en
células de plantas ni en mamiferos(Broekaert et al., 1995; 1997, Thevissen el al., 1999) y
que guardan una alta relacién estructural con las defensinas de insectos (Landon et al
1997). Especificamente, de la maleza Phytolacca americana, se ha purificado,
caracterizado, clonado y superproducido en E. Coli un polipéptido muy activo contra
hongos (Liu et al., 2000) que ha resultado homologo al de Mirabilis jalapa (Cammue et al.,
1992).
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La informacién acerca de la aplicabilidad de péptidos purificados de invertebrados, sobre
peces o plantas terrestres, para combatir infecciones provocadas por bacterias u hongos,
respalda la idea que presenta el grupo postulante. Adicionalmente, la creciente y sélida
consolidacion de la evolucion molecular dirigida, como mecanismo de cambios genéticos, da

vias de solucion innovadoras a un problema que mas alld de sus alcances productivos,
involucra la calidad de vida del planeta.
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5. ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION DEL PROYECTO

Chile idealmente debiera aumentar su capacidad productiva, con el objeto de alcanzar un
grado de participacion competitiva a nivel internacional, en el ambito acuicola y agronémico.
Es imperativo que en el propio pais se desarrolle, socialice y transfiera el conocimiento
necesario, como también los expertos y la capacidad de gestibn, para proyectar la
biotecnologia como instrumento de ayuda a la autosustentabilidad futura. En la actualidad,
Chile se ve en la necesidad de “importar” la gran mayoria del conocimiento y la aplicacién
biotecnolégica, con el consecuente costo monetario, y a veces sin el nivel de actualizacion
requerido. Mas aun y lo que es peor, muchas veces sin que necesariamente se ajuste a las
necesidades del pais, lo que contribuye a que no se logre la eficiencia esperada.

Por otra parte, el relativo bajo perfil que tiene la biotecnologia en el Chile de hoy, significa
que el costo-oportunidad para los posibles generadores del conocimiento y operadores de la
tecnologia es muy alto, y por ende se requiere, en el muy corto plazo, disponer de grupos
consolidados que permitan la formacion y el entrenamiento en esta area, evitando asi que
Chile siga dependiendo del entorno internacional. Especialmente en agricultura y
acuicultura, ambitos de tanto potencial y tan particulares con sélida y exitosa implementacion
y desarrollo.

Estamos convencidos que la Unica manera de lograrlo es mediante una politica agresiva en
sinergia con un buen sustento cientifico. Se establecerian en el méas corto plazo plataformas
cientificas y tecnologicas que permitirian disefiar y establecer mecanismos confiables y
amigables con el ambiente para el control de enfermedades de alto impacto en las area
agricola y acuicola del pais. (Un analisis resumido del desarrollo de la biotecnologia en USA,
Europa, América Latina y en Chile (Anexo F.1).

Con un enfoque mas puntual, nuestra propuesta tiene un aporte biotecnoldgico que esta
sustentado en la generacion de péptidos antimicrobianos quiméricos a partir de los naturales
aislados de un molusco autéctono, de modo que se amplie el rango de moléculas
disponibles y facilitar su manejo. Su obtencidon se basa en la induccion evolutiva de
recombinaciones de bloques de secuencias por la técnica del “DNA shuffling”. Como hay
prolijos estudios evolutivos sobre las defensinas animales existe un respaldo confiable en
la factibilidad exitosa de nuestra idea. Asi, la clasificacion estructural de proteinas (SCOP)
aplicada a la superfamilia de péptidos tipo defensina de diferentes origenes en USA, logro
agrupar en una sola categoria a 20 miembros de péptidos de reconocida accion
antimicrobiana, lo que contrasta con la cantidad muy superior de los mismos existente en la
base de datos de Suiza.

(http:/ /scop.berkeley.edu/data/scop.1.007.009.001.000.000.html23).

Mas aln, la base de datos Peptaibol pone bajo una misma categoria a un grupo mayor de
péptidos asociados a la gramicidina, que representa tanto a péptidos ciclados como
lineales con actividad antimicrobiana. Todo esto, mas que representar intentos de clasificar
las secuencias ya disponibles, es un excelente indicador que, a pesar de la versatilidad de
origen y funciones de éstos péptidos, conservan unidades comunes que pueden ser
magnificadas biotecnolégicamente.

Adicionalmente el grupo de trabajo proponente ha caracterizado exitosamente péptidos
antimicrobianos de bajo peso molecular y de alta actividad especifica contenidos en la
hemolinfa de Mytilus chilensis, una especie autéctona y muy abundante.
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Nuestra experiencia nos ha indicado que las cantidades de péptidos presentes en el material
inicial, generalmente son pequefias lo que hace necesario contar con una gran cantidad de
ejemplares para obtener material suficiente utilizado en la purificacion y en los ensayos de
actividad antimicrobiana. Por otra parte, debido a la complejidad del material de origen, los
extractos crudos de hemocitos aislados de la hemolinfa, su purificacién requiere una serie de
pasos usando sucesivas cromatografias complementarias. Esto hizo, del todo recomendable
utilizar técnicas biotecnolédgicas para optimizar las cantidades logradas.

Dentro de ellas destaca la aplicacion de “genética inversa” (reversed genetics) para el
aislamiento de péptidos del tipo defensina. En nuestro grupo usamos secuencias
codificadoras conocidas para el disefio, construccién y aplicacion de iniciadores especificos,
que permitieron aislar los genes homologos de los genomas de moluscos bivalvos por
diferentes variantes de la técnica de la PCR. Los ORFs del tipo defensinas obtenidos han sido
caracterizados, y sus productos de expresion aislados y caracterizados, desde tres especies
de moluscos (Mytillus galloprovinciallis, Myftillus chilensis y Argopecten purpuratus) (Marshall,
Arenas y Orrego., manuscrito en preparacion).

Otro antecedente generado por nuestro grupo, que sirve de aval a la propuesta, es haber
detectado en 6rganos blanco de peces salmonideos naturalmente infectados con el agente
patbgeno bacteriano intracelular Piscirickettsia salmonis, un significativo aumento de péptidos
con actividad antibacteriana con respecto a un control sano (Marshall y Arenas, datos no
publicados). Estas moléculas, que pertenecerian al sistema de defensa inmune natural de
peces, son una evidencia que sugiere la efectiva participacion de ellas en el proceso de
respuesta inmune global en estos organismos superiores, lo que se ratifica por recientes
reportes cientificos (Jia et al., 2000; Smith et al., 2001).

Estas moléculas se proyectan con un gran potencial farmacolégico, no solamente para la
acuicultura, sino también para el control fitosanitario del area agricola, otro de los sistemas
productivos del pais y de la region.

Lo mas interesante es que informacion cientifica reciente y confiable (Jia et al ., 2000; Sharma
et al., 2000), ha asociado que péptidos antipatogénicos de organismos heterélogos animales
también demuestran la misma actividad contra agentes patégenos de plantas, abriendo asi
interesantes perspectivas para enfrentar el problema de manejo eficiente de las fastidiosas
enfermedades vegetales producidas por bacterias y hongos.
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6. MARCO GENERAL DEL PROYECTO

e Péptidos antimicrobianos, un elemento importante en la inmunidad inespecifica
de invertebrados y vertebrados y en sistemas de defensa de plantas terrestres.

Durante las ultimas décadas péptidos catidnicos antimicrobianos han sido identificados
virtualmente en todos los organismos, incluyendo bacterias, plantas, invertebrados y
vertebrados. Ellos otorgan por su rapida accion y su amplio espectro de actividad, proteccion
local no especifica contra bacterias, hongos y virus. Se conoce bien en mejillones (Mytilus
edulis) tres tipos de péptidos antimicrobianos de pequefio tamarfo, cationicos y ricos en
residuos de cisteina: 1) las mitilinas, de 34 residuos (Charlet et al, 1996) 2) las miticinas de
40 residuos (Mitta et al, 1999) 3) péptidos miembros de una gran familia de defensinas de
artropodos (Charlet et al 1996, Hubert et al, 1996).

A proposito del interés comercial de especies de invertebrados marinos que son
susceptibles a diferentes patégenos microbianos se han realizado en ellos intensos estudios
de péptidos antibacterianos, preferentemente en cangrejos y en moluscos (Charlet et al
1996, Mitta et al, 1999). Por otra parte péptidos antibacterianos aislados de vertebrados
(Xenopus laevis) o de artropodos (Limulus) han sido probados sobre protozoos patégenos
y sobre bacterias del género Vibrio de ostras y almejas. Su efecto ha provocado una alta
disminucion en la viabilidad del patdbgeno de manera dosis-dependiente, sin afectar la
estructura ni las capacidades funcionales de las células del hospedero (Morvan et al. 1994;
Morvan et al 1997).

En vertebrados otro grupo de péptidos antibacterianos, las magaininas, han sido aisladas de
las glandulas de la piel de sapos. Estas tienen sélo 23 residuos aminoacidicos y también
estan enriquecidas en cisteina (Bevins & Zasloff, 1990), actuan sobre bacterias gram-,
gram+, hongos y protozoos (Ganz and Lehrer, 1998). En Bombina, se encuentra un tipo de
péptido con capacidad antibacteriana, bombinina, con una secuencia estrechamente
relacionada con magininas (Simmaco et al. 1991).

En mamiferos cierto tipo de péptido antibacteriano esta localizado en los neutréfilos donde
se cree que aumentan la capacidad microbicida intracelular no especifica. Un hecho
interesante es que un grupo de péptidos de los neutrdfilos, las catelicidinas estan
involucradas en mecanismos de reparacion de dafio, lo que implica la sintesis de
proteoglicanos de membrana, basicamente de la familia de los sindecanos (Gallo et al.,
1994). No esta establecido si ocurren eventos similares en otros en animales, pero es
probable que estos mecanismos de reparacion y defensa podrian haber sido favorecidos por
la seleccion natural.

Por otra parte se creia que las cecropinas con alto poder antibacteriano, aisladas de
insectos era exclusiva de estos organismos, sin embargo ha sido encontrada en intestino de
mamiferos, por lo que se deduce que una fuerte presion selectiva ha actuado sobre estas
moléculas (Boman 1991; 1995; Chisholm & Smith, 1995; Kawabata et al., 1996). Aunque en
insectos estas moléculas pueden ser inducidas por infeccion, en la mayoria de otros grupos
ellas parecen ser constitutivas (Boman, 1995; Schnapp et al. 1996; Charlet et al. 1996).

Estas cecropinas que han sido evolutivamente conservadas desde los invertebrados hasta

los mamiferos, tienen una estrecha similitud con el fragmento activo de una catelicidina que
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es un péptido antibacteriano de 6,5 kDa, que estd presente en las células sanguineas de
Carcinus maenas (Schnapp et al., 1996).

Las defensinas descubiertas al principio de la década de los 80, fueron aisladas y
posteriormente secuenciadas. Todas contienen entre 24 y 34 residuos de aminoacidos y
actian sobre una amplia variedad de bacterias gram - y gram +, y hongos (Lehrer et al,
1991). Este hecho produjo un gran adelanto en el dominio de las técnicas que han permitido
caracterizar distintos grupo de moléculas con estos caracteristicas (Findlay & Smith, 1995;
Kim, 1994).

Los peces destacan dentro de los organismos marinos en los cuales se ha estudiado con
mayor detalle la presencia y potencialidad funcional de péptidos antibacterianos (Cole et al.,
1997). En este trabajo se resume las variantes de péptidos mas significativos en éste
sistema. Las pardaxinas, de lenguados que se asemejan a proteinas funcionalmente
equivalentes aisladas de carpas, las escualaminas, aisladas de una variedad de tiburon
(dogfish shark) y las pleurocidinas, obtenidas de las secreciones de la piel del rodabalo
(winter flounder).

En general en peces, los péptidos antimicrobianos se encuentran tanto en las ceélulas
mieloides como en en las mucosas, situaciéon que es compartida por muchos organismos
vertebrados e invertebrados. Se cree que péptidos se operan en una primera linea de
defensa, ejerciendo una actividad de amplio espectro contra bacterias patogenas, hongos,
virus con envoltura y microparasitos en general. En el caso del rodabalo (Pleuronectes
americanus), la molécula caracterizada corresponde a un péptido lineal de 25 residuos, con
conformaciéon amfipatica de alfa-hélice como muchos otros péptidos antimicrobianos (Cole et
al., 1997). El péptido fue purificado por métodos de cromatografia liquida de alta presion y
se demostré una fuerte actividad frente a Escherichia coli en ensayos en placa. Este péptido
tiene una gran homologia con otros dos péptidos antimicrobianos aislados de organismos
muy diferentes desde el punto de vista filogenético, la ceratotoxina, de la mosca de la fruta
Mediterranea, y de la dermaseptina, aislada de la piel de un anuro (Lehrer et al., 1999). Se
ha determinado tanto la concentracién minima inhibitoria (C.M.l) como la concentracion
minima bactericida (C.M.B) de a lo menos uno de éstos péptidos, la pleurocidina, frente a 11
diferentes bacterias tanto Gram- como Gram+ (revisadas en Modlin, R.L. et al., 1998).

En peces, en nuestro laboratorio se han obtenido resultados preliminares en relacion al
incremento de estos péptidos en érganos de salménidos naturalmente infectados con
Piscirickettsia salmonis, a diferencia de los controles no infectados, donde el nivel es
significativamente menor (Marshall y Arenas, datos no publicados). En otro grupos de peces
han sido caracterizados y localizados péptidos antimicrobianos con un amplio rango
microbicida que actiian como primera linea de defensa en las mucosas (Coles & Pipe 1994).
En trucha también han sido caracterizados (Smith et al., 2001).

¢ Potencialidad de los péptidos antimicrobianos como farmacos alternativos a los
antibioticos clasicos

Es interesante hacer notar que recientemente se ha publicado un trabajo (Jia et al;2000).en.
que se ha probado la eficiencia “in vivo” de péptidos ectopicos como la cecropina; péptidos’
hibridos de cecropina y metilina y péptidos modificados en extremo C terminal ,en peces
infectados con Vibrio anguillarum, demostrando la alta sobrevivencia, con!respecto a un
control, de aquellos ejemplares tratados con tales moléculas. Este, hecho abre una gran
perspectiva para intentar formar un banco de péptidos antibacterianos, de diversos origenes,
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para ser probados aislados o sinérgicamente, en su capacidad antimicrobiana frente a
diversas cepas patdébgenas causante de enfermedades tanto en invertebrados como de
vertebrados y plantas , incluyendo aquellas que provocan patogenias en el hombre.

e Ventaja comparativa con otras moléculas

Se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza y han sido evolutivamente
seleccionados, esto Ultimo se prueba al haber sido encontrados desde las plantas hasta los
vertebrados. Los péptidos antibacterianos han sido bien caracterizados con respecto a su
estructura bioquimica y su accién biolégica, y han despertado gran interés en sus
aplicaciones clinicas, como fuente de nuevas drogas en tratamientos infecciosos.

Su valor en la defensa inespecifica radica en su pequefio tamafio, entre 6 a 20 kDa, que
hace que ellos sean sintetizados en tejidos muy simples o en células y que son muy
difusibles a los sitios con heridas o infecciéon. Mas aun ellos actuan estequiométricamente
mas que cataliticamente y eso los hace poco téxicos en las células eucarioticas. En los
insectos al parecer aumentan con la infeccién, pero en la mayoria de otros grupos son
constitutivos. Por otra parte su regulacion intracelular no compromete cascadas enzimaticas.
A esto se agrega el hecho que la sintesis quimica de péptidos de menos de 20 amino
acidos es en estos tiempos es un procedimiento de laboratorio rutinario.

Hay que destacar la informacion que existe de las mitilinas. Se ha logrado establecer que su
concentraciéon minima de inhibicion bacteriana (CIM) es 2 uM, basandose en su bajo peso
molecular se establece que esa molaridad se logra con cantidades en el orden de
miligramos para 10° litros. Ademas tiene una rapida actividad bactericida, en segundos altera
la permeabilidad de la membrana de bacterias gram+ in vitro

Estas caracteristicas, proyectan a los péptidos antimicrobianos como elementos importantes
para inducir transformaciones genéticas en los moluscos para generar resistencia a las
enfermedades provocadas por microorganismos.

La presencia natural de péptidos antibacterianos en organismos bivalvos no ha sido
explorada como un mecanismo alternativo. Este ademas de ser de aplicacion simple, es una
alternativa natural novedosa para optimizar las tasas de sobre vida y de calidad del recurso
en etapas tempranas de su desarrollo. Por otra parte, la potenciacion de dicha alternativa de
defensa, al provenir de un sistema enddégeno, no supondria efectos negativos sobre el
propio recurso y al mismo tiempo permitiria reemplazar el creciente nivel de contaminacion
que significa el uso indiscriminado de antibi6ticos en aguas naturales y su impacto mediato
impredecible sobre la biota. Por otra parte el manejo dirigido de estas moléculas permitiria
disefiar estrategias para exacerbar las respuestas inmunes y genéticas naturales de los
distintos sistemas biolégicos que se cultivan bajo condiciones controladas, para beneficio de
la subsistencia de la alimentacion humana.

e Su aplicacién en enfermedades de moluscos en cultivo

Se sabe que las enfermedades causadas por microorganismos tienen efectos devastadores
sobre los moluscos en cultivo, lo que puede producir problemas econémicos serios. Las
vacunas utilizando antigenos provenientes de organismos patégenos son inapropiadas para .
los invertebrados puesto que no producen lnmunoglobullnas especificas -y ‘no tienen”
linfocitos. Es por esto, que es muy necesario encontrar vias de potenciacion de' otros
aspectos de la defensa en moluscos que limiten sus pérdidas debido a enfermedades. En
los invertebrados la inmunidad inespecifica juega un rol crucial en la proteccion contra la
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accion microbiana, disponiendo los moluscos de una serie de repuestas defensivas celulares
y humorales, y a la luz de los Ultimos conocimientos, los péptidos antibacterianos surgen
como la respuesta inmunolégica més atractiva frente al efecto nocivo de microorganismos
en el ambiente marino. Estos péptidos de bajo peso molecular <10 kDa con propiedades
antibacterianas han sido descritos desde hace mas de 20 afios en diferentes animales como
insectos, crustaceos, ascidios y en vertebrados (revision de Boman, 1995), sin embargo en
moluscos han sido menos explorados, surgiendo este grupo como organismos con gran
potencial en este aspecto ya que han empezado a ser descubiertos, descritos y purificados
en el mejillon (Mytilus edulis), constituyendo una nueva familia de moléculas con semejanza
a las defensinas purificadas de insectos frente a las cuales hay un gran optimismo
farmacolégico como nuevas drogas para combatir, en forma Unica o combinada infecciones
incluso humanas (Charlet et al. 1996).

Péptidos antimicrobianos, un elemento importante en los mecanismos de defensa de
las plantas terrestres.

Durante la evolucion las plantas han desarrollado una variedad de sistemas de defensa para
protegerse de potenciales patdgenos, entre ellos pequeiias moléculas que inhiben el
crecimiento microbiano. Ellas pueden ser inducidas por la activacion de grupos de genes
que codifican enzimas de vias sintéticas cuando ingresan los patdégenos, o bien, pueden ser
constitutivas (Smith, 1994; Osborn, 1996). En afios resientes se ha demostrado que las
defensinas juegan un importante rol en los sistemas de defensa de plantas (Broekaert et al
1995). Las defensinas de plantas son una familia de entre 45 a 54 aminoacidos, usualmente
basicos que pueden inhibir el crecimiento de un amplio rango de hongos. Tienen un patrén
tridimensional comin estabilizado por 8 puentes disulfuros, lo que las relaciona con las
defensinas antibacterianas y las drosomicinas , un péptido antifingico, ambas purificadas de
insectos. Estas moléculas inducen flujos iénicos a través de las membranas plasmaticas de
la hifas de los hongos. A diferencia de lo que sucede en las defensinas de insectos y
mamiferos no forman poros en membranas artificiales, ni cambian las propiedades eléctricas
en bicapas lipidicas artificiales (Thevissen et al., 1999.)

Evidencias que justifican la blisqueda y la potenciaciéon de péptidos como mecanismo
de defensa en invertebrados marinos.

Se sabe que los invertebrados en general, que carecen de sistemas inmunes adaptativos,
han disefiado sistemas de defensa que responden a antigenos comunes en la superficie de
microorganismos potencialmente patégenos. La coagulacion de la hemolinfa es uno de ellos
en lo que se conoce como “inmunidad innata”.

El descubrimiento de serina-proteasas sensibles a lipopolisacaridos y a (1-->3)-beta-D-
glucanos en los hemocitos de una variedad de jaiba (horseshoe crab (limulus), y su posterior
demostracion de ser responsables de desencadenar la cascada de coagulacion, ejemplifica
de manera significativa la manera como estos organismos detectan y responden a
componentes foraneos. Por otra parte el hecho que los invertebrados constituyan mas del
90% de todas las especies en la tierra, asegura la eficiencia y la necesidad de conocer mas
en detalle estos sistemas “primitivos” de defensa. (Klien, 1997; Medzhitoz & Janeway, 1997,
Beck, 1998).

|
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Evolucién Molecular Dirigida: Nuevas técnicas para la bioingenieria de proteinas de
alta funcionalidad y versatilidad.

En 1970 Miroslav Radman un genetista molecular, ahora en la Université René Descartes de
Paris, Franca, asombro6 a | mundo cientifico con una propuesta inusitada: Que las bacterias
poseian un programa genético para producir mutaciones, lo que les permitia adaptarse a
situaciones extremas aumentando la frecuencia de mutacion natural, ayudandolas asi a
acelerar su propia evolucion.

Sin embargo ahora, 3 décadas mas tarde, la informacion acumulada ha permitido la
reinvindicacion del Dr Radman. Se han descubierto las enzimas que verdaderamente
generan errores en forma premeditada (DNA Polymesasa 1IV), lo que la convierte en
generadora de mutaciones (Chicurel, 2001). La idea princial detrds de esto es que los
organismos, naturalmente, poseen de mecanismos que les permitan aceelera sus procesos
evolutivos por exacerbacion de su innata variabilidad genética, la que incluso se ha
observado a nivel de eucariontes (Susan Rosemberg. 65" Cold Spring Harbor Symposium
on Quantitative Biology. CSH. 2000. Presentacion Oral).

Si esto actividad tiene un sustento natural, con mayor razén se puede pensar en su
manipucion “in vitro” para una mejor direccionalidad, una mayor eficiencia, y un disefio “a
medida” de los productos de evolucién inducida. Asi naci6 la tecnologia del “DNA shuffling”
que basada en la recombinacion genética de bloques de secuencias, acoplada a la
tecnologia de la PCR o Reaccién de polimerizacion en cadena usando polimerasas
termoestables, se puede lograr en breves unidades de tiempo, grandes cantidades de
recombinantes las que pueden ser seleccionadas por clonamiento (Stemer, 1994a; Stemer
1994b; Kuchner y Arnold, 1997; Shao et al., 1998).
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7. UBICACION GEOGRAFICA DEL PROYECTO

El proyecto se ejecutara en la Casa Central de la Universidad Catélica de Valparaiso,
especificamente en el Laboratorio de Genética e Inmunologia Molecular del Instituto de
Biologia, encontrandose en el mismo edificio, la Oficina de Transferencia Tecnoldgica,
encargada de vincular el uso de los péptidos en las industrias de bienes de uso y de

consumo.
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8. OBJETIVOS DEL PROYECTO

8.1. GENERAL:

1. Generacion biotecnologica de péptidos quiméricos a partir de
péptidos antimicrobianos nativos de Mytilus chilensis

2. Caracterizacion, purificacion y evaluacion del efecto de

péptidos quiméricos sobre patdgenos asociados a recursos
productivos acuicola y agricola chilenos.

8.2. ESPECIFICOS:

1.- “DNA shuffling” o recombinacion genética inducida entre bloques de
secuencias codificadoras de genes asociados a defensinas de Mytilus chilensis.

2.- “DNA shuffling” entre bloques de secuencias codificadoras de genes
asociados a defensinas de M.ch. y un clon comercial de cecropina.

3.- Caracterizacion de las secuencias por DGGE y secuenciacion.

4.- Clonamiento y expresion de los péptidos quiméricos en un sistema
modelo.

5.- Purificacion y caracterizacion de los péptidos quiméricos por cromatografia en fase
reversa por HPLC

6.- Caracterizacion de los péptidos purificados en IEF y 2-D-PAGE.
7.- Comparacion evaluativa “in vitro” del de
péptidos nativos y quimericos sobre bacterias, hongos y virus asociados efecto y

actividad especifica a patogenias de interés acuicola y agricola.

8.- Evaluacién “in vitro” de la eventual toxicidad de péptidos quiméricos
seleccionados.
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9. METODOLOGIA Y PROCEDIMIENTOS

9.1 Resumen del protocolo experimental

ANO 1

Seleccion de secuencias de defensinas de Mytillus chilensis (M.ch.)

e Seleccion de un clon de cecropina.

e DNA shuffling entre secuencias de defensinas de M.ch.

e DNA shuffling entre las secuencias de defensinas de M.ch. y de cecropina.

e  Caracterizacion de secuencias quiméricas por DGGE

e  Secuenciacion de DNA y estimacion de los eventuales cambios aminoacidicos.

e  Seleccion y clonamiento de las secuencias quiméricas.

e Disefio y construccion de iniciadores para PCR que permitan recuperar los péptidos
guiméricos.

ANO 2

e Expresion de los clones como proteinas de fusién en un sistema comercial de alta
eficiencia (PurePro Caulobacter Expression System-Invitrogen-USA).

e Purificacion de los péptidos quiméricos expresados del sistema Caulobacter.

e Caracterizacion de los péptidos en fase reversa por cromatografia liquida de alta precision
(HPLC).

e Andlisis de los péptidos recuperados en HPLC por isoelectroenfoque (IEF) y por
electroforesis en geles de poliacrilamida denaturantes en dos dimensiones (2-D-PAGE) .

e Evaluacién "in vitro" de la actividad antimicrobiana por ensayos en microplacas

ANO 3

Evaluacioén “in vitro” de la potencial citotoxicidad de los péptidos quiméricos

Seleccion de los péptidos quiméricos de mayor productividad, rango de accion y actividad
especifica .

Evaluacion de la accion de los péptidos seleccionados sobre otros agentes patégenos
asociados a la acuicultura y agricultura nacional

Preparacion y purificacion de uno de los péptidos seleccionados en cantidades pre-
preparativas
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9.2 Justificacion y racionalidad del protocolo experimental propuesto

ANO 1

Seleccion de secuencias de defensinas de Mytilus chilensis (M.ch.)

Nuestro laboratorio ha podido caracterizar, en forma inédita, tres tipos de defensinas a
nivel de secuencias gendmicas de M.ch. (Marshall et al., datos no publicados). Para
lograrlo, usamos como referencia las secuencias publicadas de dos tipos de defensinas del
mitilido europeo Mpytilus galloprovincialis (M.g.) (Mitta et al.,, 1999). La actividad
antimicrobiana de las defensinas del mitilido local, demuestran ser tanto o mas eficientes
que las correspondientes al europeo (Arenas et al., datos no publicados). Esto asegura,
primero, el acceso a secuencias inéditas de un organismo local y segundo, la eventual
potenciacién de su accion, via la generaciéon inducida de productos quiméricos por
recombinacién de secuencias de un mismo organismo.

Seleccion de un clon de cecropina.

Dentro de los péptidos antimicrobianos descritos, las cecropinas tienen una alta eficiencia
antimicrobiana. Aunque inicialmente aisladas de insectos, han sido encontrada en una
amplia gama de organismos, incluyendo a los mamiferos, por lo que se deduce que sobre
estas moléculas se ha ejercido una fuerte presion selectiva (Boman 1991; 1995,
Chisholm & Smith, 1995; Kawabata et al., 1996). En insectos estas moléculas pueden ser
inducidas por infeccion pero en la mayoria de otros grupos parecen ser constitutivas
(Boman, 1995; Schnapp et al. 1996; Charlet et al. 1996). En consecuencia, su uso en la
induccion evolutiva por DNA shuffling , puede contribuir a aumentar la diversidad de
epitopes funcionales en los quiméricos que se generaran y como consecuencia una
mayor actividad especifica.

DNA shuffling entre secuencias de defensinas de Mytilus chilensis.

Se ha dicho que la mejor manera de manipular el sistema inmune es usando la “sapienza
evolutiva” (Ibrahim y Gotch, 2000) donde el sistema inmune innato juega roles mas y mas
reconocidos en la proteccién inmunologica (Fearon, 2000). Se sabe que el “DNA shuffling”
funciona mejor mientras mas homologos sean los genes involucrados (Forthegill-Gilmore,
1999), existiendo incluso la posibilidad de predecir la generacién de recombinantes en el
proceso de DNA shuffling (Moore et al., 2001). Esta aproximacion experimental usando los
genes de las tres modalidades de defensinas de un mismo individuo nos asegura la
obtencion de recombinantes intraespecificas.

DNA shuffling entre las secuencias de Mytilus chilensis y de cecropina.
En concordancia con el punto anterior, el alto grado de conservacion evolutiva de las
cecropinas, su alta actividad especifica como agente antimicrobiano, el hecho de constituir
una secuencia genética diferente con epitopes funcionales también diferentes, pero que
cumplen una misma funcién, nos permite sospechar que podremos obtener mayor
diversidad funcional, y por ello mayor actividad especifica, al generar quimeras
intergenomicas.

Caracterizacion de secuencias quiméricas por DGGE.
En genética molecular, poder determinar mutaciones de una sola base es crucial. Aunque
existen muchas técnicas electroforéticas para realizar estos catastros, la mayoria. requiere

la combinacién de mas de una técnica. La “Denaturant Gradient Gel Electroproresis”

(DGGE) es una de las aconsejables (Heath et al., 1999, 2000), ' ellapermite det’ecteirt
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secuencias pequefias en un solo paso, lo que ocurre en el caso de las secuencias que
codifican los péptidos antibacterianos, que no superan los 150 - 200 nucleétidos de largo
(Dcode Universal Mutation System- BioRad US Bulletin 2100. BioRad Laboratories. USA),
hecho comprobado y estandarizado en nuestro laboratorio.

Secuenciacion de DNA y estimacion de los eventuales cambios aminoacidicos.

Las predicciones necesarias que nos permitirdn proyectar la aplicabilidad de nuestras
moléculas quiméricas se sostienen en los siguientes factores: a) Las facilidades de
secuenciacion existentes en el pais a un bajo costo b) el acceso a bases de datos a 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) c) la utilizacion de los software especializados (Sequencher -
http://www.genecodes.co- Michigan, USA),

Seleccion y clonamiento de las secuencias quiméricas.

Nuestra capacidad en éste campo ha sido exitosamente comprobada (Marshall, S.H.,et
al.1998; 2001) , lo que respalda la posibilidad de poder tomar las decisiones adecuadas en
esta propuesta.

Disefio y construcciéon de iniciadores para PCR que permitan recuperar los péptidos
quiméricos.

Expresar un péptido antibacteriano clonado en una bacteria y/o en cualquier otro sistema
bioldgico puede, sin lugar a dudas, constituirse en un problema insalvable. Sin embargo,
este no ha sido el caso, dado que los ya clonados han sido expresados tanto en levaduras
(Destoumieux et al., 1999) como también en bacterias (De Bolle et al., 1995). Nuestra
interpretacion, es que el mecanismo de accion propuesto para estos péptidos es mas
“desde fuera” que “desde dentro” lo que podria justificar su caracter inocuo para los
sistemas que los producen. Por otra parte se podria pensar que si es exportado al medio
por qué no actua. Para evitar que esto constituya un problema de orden practico y para
prevenir la mayor actividad especifica que esperamos obtener en las quimeras, hemos
decidido producirlos en forma de proteinas de fusién, para que luego que se externalicen
del sistema productor y luego fraccionarlos de la proteina madre por protedlisis dirigida.
Tomando en cuenta el hecho que los péptidos para funcionar como agentes
antibactarianos requieren de una estructura secundaria y terciaria bien definida. Para ello,
disefiaremos partidores para PCR que contengan la o las secuencias para poder
incorporar 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 cianégeno

ANO 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 dltima generacion, fue disefiado para la expresion eficiente,
secrecion y rapida purificacion de proteinas recombinantes de tamafio medio a pequefo
(menor de 450 aminoécidos) (Invitrogen. Catalogo 2001. Pag. 83), y su eficiencia ha sido
cientificamente comprobada (Bingle et al., 2000)

Purificacion de los péptidos quiméricos expresados del sistema Céulobaéter
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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 complicacién adicional para su purificacion. 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. El modelo es barato y de
alta produccién a diferencia de otras alternativas (Baculovirus).

Caracterizacion de los péptidos por Cromatografia Liquida de Alta Presion (HPLC)
Utilizaremos los procedimientos clasicos ya estandarizados en nuestro laboratorio para
defensinas y cecropinas descritas en “Materiales y Métodos”, respaldados por (Hubert et.
al, 1994 )

Analisis de los péptidos por Isoelectroenfoque (IEF) y por electroforesis en geles de
poliacrilamida denaturantes en dos dimemsiones (2-D-PAGE) de los productos.

Como una manera de ratificar la calidad genética estimada por la secuenciacion de los
correspondientes DNAs de las quimeras, se determinaran sus puntos isoeléctricos y sus
pesos moleculares en geles de segunda dimension denaturantes en Tris-Glicina 15 %.
Adicionalmente, esta técnica nos permitira evaluar por Western Blots la capacidad
inmunogénica de los péptidos quiméricos, usando anticuerpos comerciales contra algunos
péptidos naturales, lo que permitira identificar los epitopes mas relevantes de los mismos.

Evaluacion "in vitro" de la actividad antimicrobiana de los péptidos quiméricos por
ensayos de inhibicion de crecimiento bacteriano en microplacas.

Utilizando los procedimentos estandarizados en nuestro laboratorio, se medira la capacidad
inhibitoria comparativa de los péptidos quiméricos frente a cecropinas y defensinas
naturales calculando su CMI frente a cepas bacterianas patogénicas tipo tanto Gram
positivas como Gram negativas.

ANO 3

Evaluacion “in vitro” de la potencial citotoxicidad de los péptidos quiméricos

De todos los sistemas disponibles para evaluar citoxicidad, hemos elegido el kit comercial
“CAT-TOX/Liver Stress Gene Assay” de la firma Xenometrix Molecular Toxicology and
Information Assays de USA. El procedimiento viene en un kit, de bajo costo, que permite
evaluar usando células de higado humanas en un plazo de 36 horas, la toxicidad de un
producto blanco en concentraciones nanomolares. Se basa en la técnica de ELISA usando
como indicadores 14 construcciones genéticas integradas a las células de higado humano
que aporta el kit, con el gen reportero CAT (Chloranphenicol Amino Acetil -Transferase).

Evaluacion de la potencial accién inhibitoria de los péptidos seleccionados sobre
otros
agentes patogenos asociados a la acuicultura y agricultura nacional.

Para determinar un eventual mayor rango de accion farmacolégico de log” peptldos"
quiméricos, se evaluara la capacidad inhibitoria de los mismos sobre dos agentes,

patégenos de salmoénidos de alto impacto econémico en Chile, y de hongos del genero o

//'
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Botritis de alta incidencia en la agricultura del Chile central. En el caso de los salmonideos,
se evaluara la capacidad infectiva de la bacteria intracelular Piscirickettsia salmonis (P.s.),
o bien del virus de la Necrosis Pancreética Infecciosa (IPNV sobre la linea celular de rifién
de trucha CHSE 214. Para el caso de los hongos, se evaluara la inhibicion del crecimiento
de cepas tipo disponibles en el INIA — Santiago.

e Seleccion de los péptidos quiméricos de mayor productividad, rango de accion y
actividad especifica.

Se hara una critica seleccion de los péptidos basados en sus respuestas inhibitorias frente
a las cepas bacterianas indicadoras, su citotoxicidad y/o su capacidad inhibitoria frente a
otros agentes patdégenos analizados.

e Preparacion y purificacion de un péptido seleccionado en condiciones pre-
preparativas.
Como una manera de evaluar el escalamiento productivo, se llevara el cultivo de uno de
los péptidos en el sistema Caulobacter a nivel de cultivo batch de cinco litros.
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9.3 Metodologia y Procedimientos (descritos con mas detalle).

% Obtencion de secuencias codificadoras de defensinas de Mytilus chilensis.
Utilizaremos los procedimientos estandarizados en nuestra laboratorio para hacer
“reversed genetics” (Marshall, Orrego y Arenas, datos no publicados) que consiste
fundamentalmente en lo siguiente:

1.- Disefio_de iniciadores degenerados para M.ch. basados en las secuencias de
defensinas de Mytilus galloprovincialis

Se disefiaron y sintetizaron cuatro cebadores (iniciadores) en la direccion “adelante” y
dos en la direccion “atras”, para ambas hebras del DNA blanco:

Usando de referencia la secuencia de Mytilus galloprovincialis:

ACTGCTGGGTTTGGCTGTCCAAACAATTAT
ACTGCTGGGTTTGGCTGTCCAAACAATTAT
ACTGCTGGGTTTGGCTGTCCAAACAATTAT

TAGTFGU CUPNNY
Basados en los “motifs” de aminoacidos:

direccion “adelante”:

AMINOACIDOS INICIADOR DEGENERACION
GFGCPNNY SEN-A
GGTTTGGCTGTCCAAACAATTA
A C T T C
T C 23[72
TAGFGCPN SEN-B
CTGCTGGGTTTGGCTGTCCAAA
c C ACT

T C 22[72
TAGFGCP SEN-C
ACTGCTGGGTTTGGCTGTCC
A C A C
C T
T G 20/64
TAGFGCP SEN-D
ACTGCTGGGTTTGGCTG
C A CA
A C T

T G 17/96
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Usando de referencia la secuencia de Mytilus galloprovincialis:
AGATTGAGGTGCACATGCTATAGATGCGGC
AGATTGAGGTGCACATGCTATAGATGCGGC
AGATTGAGGTGCACATGCTATAGATGCGGC

RLRCTC CYRTZ COG
Basados en los “motifs” de aminoacidos:

direccion “atras”:

AMINOACIDOS

INICIADOR DEGENERACION

RCTCYRCG

T TG T
C T
A C

CTCYRCG

T
Cc

ANT-A
GGTGCACATGCTATAGATGCGGC

C

23/128

ANT-B
GCACATGCTATAGATGCGGC
T G T CC

T

20/128

2 - Procedimiento estandarizado para amplificacion por PCR de secuencias tipo

defensinas del genoma de M.ch. usando cebadores degenerados ad hoc.

DNA gendmico purificado a integridad (Revisados en Rapley et al., 1999) del musculo
abductor de M.ch. en reacciones triplicadas conteniendo 50 nanogramos de DNA
total por reaccién de un volumen final de 12.5 microlitros. Se utilizo 1.0 micro molar
de iniciadores por reaccion, en una concentracion final de 2.5 micromolar de
Magnesio, 1.25 micromolar de cada uno de los 4 dNTPs, y 0.025 Unidades por
microlitro de Taq Gold polimerasa (Promega) con el siguiente protocolo experimental

para la amplificacion:

95°C 17 min 1 ciclo Activacion de la Taq Gold

95°C 30 sec Asociacion secuencias a bajo rigor
45°C 30 sec

72°C 15 sec 3ciclos  Producto de 124 pares de bases
95°C 30 sec Asociacion secuencias a alto rigor
58°C 30 sec

72°C 15 sec 30 ciclos

72°C 4 min 1ciclo  Extension final.

10°C 99 horas

Los productos de amplificacién se caracterizan mediante electroféresis en geles ge..
agorosa neutros (1.2%) en buffer TBE pH 8.3. ,

< Obtencion de Secuencias Codificadoras de cecropina de Bombix mori
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Hemos iniciado contactos con el Laboratorio del Dr Hak R. Kim,del Departamento de
Biologia de la Universidad de Corea del Sur, en Seul, para conseguirnos todos sus
cDNA de cecropinas que lo llevaron a la publicacién comparativa de los mismos
(Chung et al., 1999).

“DNA shuffling” o recombinacion genética inducida entre bloques de secuencias codificadoras
de genes asociados a defensinas de M.ch) y “DNA shuffling” entre bloques de secuencias
codificadoras de genes asociados a defensinas de M.ch. y un clon comercial de
cecropina.

Adaptaremos, en lo que sea necesario, los procedimientos y protocolos establecidos ya en
nuestro poder (Moore et al., 2001; Ifland et al., 2000; Fothergill-Gillmore, 1999; Crameri et al,
1998; Stemer, 1994a; Stemer, 1994b).

Ensayaremos dos modalidades de DNA shulffling para asegurar la
recombinacion aleatoria. La primera, DNA de hebra simple (ssDNA),
para evitar que dos genes muy relacionados, (defensinas), formen
homoduplexes v se facilite la formacion de heteroduplexes.

{Dnasa )
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Caracterizacion de las secuencias por DGGE y secuenciacion.

Las secuencias a analizar se someten inicialmente al software Winmelt de BioRad (Trade
Mark) para analizar su perfil de denaturacion con helicocidad fijada al 50%, dado que se
debe agregar una secuencia rica en G-C (GC-clamp) como un dominio de alta resistencia a
la denaturaciéon como marcador, en cualquiera de los extremos terminales de la molécula,
para poder hacer la caracterizacion por DGGE. Se procede a realizar la amplificacién por
PCRnormal bajo condiciones ya estandarizadas en el laboratorio, por exposicion a los
iniciadores especificos. Una vez realizada la reaccién de amplificacion, se realiza una
dilucién de 1:200 para usarla como sustrato en la reaccion de amplificacién para generar los
GC-clamps. Usando las mismas condiciones de amplificacion, y los iniciadores modificados
conteniendo el GC adicional para poder generar los “clamps” correspondientes. La
precaucién que se debe tomar es subir la temperatura de denaturacion acorde al tamafio de
la secuencia GC adicional. para poder asegurar la formaciéon de hebra simple, sin enlaces
intramoleculares de los G-C y favorecer su amplificacion. Se reconfirma la formacion del
amplicén modificado por electroforesis en gel de acrilamida.




Pagina
5 & GOBIERNO DE CHILE Nidmero 32

FUNDACION PARA LA
INNOVACION AGRARIA

La caracterizacion por DGGE serd en geles de gradiente 6% acrilamida, 10-40% de
denaturantes (Urea) con el equipo ad hoc bajo condiciones optimizadas en nuestro
laboratorio (Heath et al., 1999; 2000). El gel se corre a 165 Volts por 3.5 horas a 56°C. (La
temperatura de corrida es una variable a manejar dependiendo de las quimeras). Se tifie con
Bromuro de Etidio y se analiza bajo el sistema GelDoc (BioRad). Las alternativas descritas
en las dos referencias anteriores, permitiran versatilizar la caracterizacion por DGGE de las
diferentes secuencias quiméricas obtenidas.

Clonamiento y expresion de los péptidos quiméricos en un sistema modelo.

El kit comercial “PurePro Caulobacter Expression System” permite una alta expresion,
eficiente secrecion y rapida purificacion de proteinas recombinantes en Caulobacter
crescentus. El vector pXTOPO, codifica una proteina defusion carboxiterminal de 336
aminoacidos de la proteina naturalmente exportable del agente llamada RsaA, que facilita y
dirige la secrecion de la proteina de fusidn al medio externo. Mas aun, la fusidbn RsaA-X
facilita la formacion de agregados de la proteina hibrida, lo que facilita su purificacion y evita
el contacto, en nuestro caso, con las bacterias por si el efecto antibacteriano se pudiese
hacer evidente sobre las bacterias madres. El vector pCX-Topo tiene en fase con el ORF
deseado, el promotor de fuerte de LAC, constitutivo en Caulobacter, la fusion C-terminal
para secrecion eficiente, y dos origenes de replicacion para mantencion tanto en E. coli,
como en Caulobacter.

Disefio y construccion de iniciadores para PCR que permitan recuperar los péptidos
quiméricos.
Se aplicara la metodologia descrita para los péptidos nativos.

Purificacion y caracterizacion de los péptidos quiméricos en fase reversa por HPLC.

Todos los pasos de purificaciéon de HPLC seran realizados en un sistema LaChrom HPLC
(Modelo D-7000, Merck) equipado con un detector de arreglo de diodo LaChrom (Modelo L-
7455, Merck) y con una bomba LaChrom (Modelo L-7120, Merck). El fluente de la columna
sera monitoreado por absorcion UV a una longitud de onda de 225 nm.

Paso 1. Alicuotas de 1ml de la elucion activa de 40% de acetonitrilo de la fraccion
Sep-pak C-18 seran sometidas a la fase inversa de HPLC, en una columna Sephasil C-18
(250 x 4,1 mm). La elucién sera llevada a cabo con un gradiente lineal de 5-55% de
acetonitrilo en agua acidificada por mas de 90 minutos, con un flujo de 0,9 ml/ min. Las
fracciones correspondientes a los maximos de absorcion seran colectados en tubos de
polipropileno, secados en fio y reconstituidos en 0,2 ml de UPW, y probados para la
actividad antibacteriana.

Paso 2. Las fracciones activas seran posteriormente cargadas en una columna
Sephasil C-18 y la elucién se realizara con un gradiente lineal de 20-30% de acetonitrilo en
agua acidificada por mas de 40 min a un flujo de 0,9 ml/min. Las fracciones seran colectadas
en tubos de polipropileno, secados en fio y reconstituidos en 0,2 ml de UPW, y probados
para la actividad antibacteriana.

Paso 3. Los péptidos seran purificados en la misma columna de la fase mversa del-i
Paso 1 (Sephasil C-18), usando el gradiente lineal de 20-30% de acetonltrllo en agua_

acidificada por mas de 40 min a un flujo de 0,9 ml/min.
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Paso 4. Para verificar la pureza de los péptidos que se obtendran en el paso
anterior, se llevara a cabo un paso adicional. En una columna C-18 de fase reversa mas
pequefa (150 x 2 mm) se eluiran a un flujo de 0,3 ml/min usando un gradiente lineal de 20-
30% de acetonitrilo en agua acidificada por mas de 40 min.

Los péptidos quiméricos seran rescatados del medio de cultivo y se concentraran
inicialmente en microfiltros (Ultrafree MC, Millipore) por centrifugacion (exclusion por peso
molecular en un rango de 3 a 10 kDa). Posteriormente se aplicaran a cromatografias en
fase solida (CFS) que separan por hidrofobicidad, utilizando columnas Sep-Pack C8 y C18
antes de llevarlos a cromatografia en fase reversa (HPLC) siguiendo los protocolos clasicos
para defensinas de mitilidos ( Mitta et al., 1999a; Mitta et al., 1999b) y cecropinas de
insectos ( Boman 1991).

Con el fin de determinar los pesos moleculares de los péptidos obtenidos en cada uno de los
pasos de purificacion las muestras se llevaran a electroforesis en geles de Tris-tricina para
detectar péptidos de bajo peso molecular (Schagger & Von Jagow, 1987). Se usaran
marcadores estandares de pesos moleculares de 1 a 45 kDa (Sigma). Los geles seran
tefiidos con Azul de Comassie y dispuestos en la placa convertidora de luz blanca en el
equipo Gel Doc 1000 conectado al programa computacional Molecular Analysis para calcular
los pesos moleculares de los péptidos en base a su Rf.

Evaluacion “in vitro” del efecto y actividad especifica de péptidos nativos y quimericos sobre
bacterias, hongos y virus asociados a patogenias de interés acuicola y agricola.

La actividad antibacteriana de las muestras siempre se evaluara con ensayos de turbidez en
microplacas sobre el crecimiento bacteriano cuantificado en un lector de microplacas. Con
respecto a los ensayos de actividad antifungica, los hongos patégenos seleccionados se
haran crecer en placas de agar dextrosa de papa a 28 °C hasta que los diametros de las
colonias tengan al rededor de 3 cms. (Liu et al., 2000)

1.- Determinacién de la concentracion minima inhibitoria (C.M.l.)

Los valores de C.M.l. seran expresados como un intervalo de (a - b) donde a representa la
concentraciéon mas alta probada de péptidos en la cual la bacteria todavia crece y b la
concentracién mas baja que causa el 100% de inhibicion. Alicuotas de 10 ul se incubaran a
distintos tiempos a 25°C y se plaquearan en agar. El nUmero de colonias formadas se
contaran después de una incubacion a 37°C durante toda la noche. Como control se usaran
10 ul de agua (Charlet et al. 1996).

2.- Ensayos de la capacidad antibacteriana de péptidos por turbidez en microplacas
Durante los diferentes pasos de la purificacién de los péptidos, la actividad antibacteriana
serda monitoreada en ensayos de inhibicion de crecimiento en liquido sobre Vibrio
anguillarum, Vibrio alginolyticus y Escherichia coli D31, las cuales previamente seran
incubadas en suspension a 37 ° C y utilizadas para la experimentacion al cabo de 18 horas
de crecimiento (fase exponencial). Los ensayos de la capacidad antibacteriana de péptidos
se mediran en turbidez en microplacas a las 24 horas, leyendo en un lector de microplaca
(Multiskan MS) a 620 nm .

Analisis estadistico. En todos los resultados en los cuales se requiera un andlisis de varianza
(ANDEVA\) se utilizara el programa estadistico STATISTICA (Stasoft Inc, 1995) para apreciar

diferencias en los tratamientos. Posteriormente se aplicara la prueba de comparaciones.

multiples de Tukey. Las diferencias seran consideradas significativas cuando P< 0,01:



Pagina
GOBIERNO DE CHILE Namero 34

FUNDACION PARA LA
INNOVACION AGRARIA

Evaluacion “in vitro” de la eventual toxicidad de péptidos quiméricos seleccionados. Se
ocupara la misma tecnologia utilizada para los péptidos nativos.
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Objetivo Actividad N° Descripcion Fecha Fecha
Especif. N° Inicio Término
1.1 Seleccion 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 informacion 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 quimérica 4/3/02 31/5/02
mediante secuenciacion nucleotidica de DNA
3 3.3 Estimacion de eventuales cambios 4/3/02 31/5/02
aminoacidicos de la secuencia quimera
4. 4.1 Clonaje de Clonaje de las secuencias quimeéricas en 2/5/02 31/6/02
las secuencias sistema modelo
quiméricas
4. 4.2 Disefio de Secuenciacion de DNA estimacion de 2/5/02 31/6/02
partidores para el | eventuales cambios aminoacidicos.
rescate de la
quimera
Expresién de clones como proteinas de 2/5/02 31/10/02
4. 4.3 Expresion de | fusion en sistema de alta eficiencia
péptido
quimérico
4. 4.4 Purificacion de péptido quimérico desde el 2/5/02 31/10/02
sistema de expresién (caulobacter) como HITO:
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)

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
quimera
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
Evaluacion | Ensayos in vitro de actividad antimicrobiana en 1/8/02 30/3/03
in vitro de | microplaca. HITO:
actividad péptido
antimicro- quimera con
biana actividad
antimicro-
biana
caracteri-
zado por
HPLC-
PAGE e IEF
7. 7.2
Evaluacion | Evaluacion in vitro de la potencial citotoxicidad 2/1/03 3/6/03
de la de los péptidos quimeras.
citotoxici-
dad
7. 7.3
Seleccién | Seleccion de péptidos quiméricos con la mayor 2/1/03 30/6/03
de productividad, rango de accién y actividad
péptidos especifica.
quiméricos
mas
eficientes
8. 8.1
Evaluacion | Evaluacion de la accién de los péptidos 1/3/03 30/12/03
de seleccionados sobre otros agentes patdogenos HITO:
péptidos asociados a la acuicultura. péptido
sobre quimera con
patégenos alta
acuicolas actividad
antimicro-
bianay
patoégenos
acuicolas y
baja
citotoxicidad .
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9.1
Prepara- | Preparacion y purificacion en cantidades de un 1/4/03 30/12/03
cion en péptido seleccionado.
gran
escala de
péptido
selec-
cionado
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
cioén. comercializacion compartida).
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Resultado Indicador Meta Parcial
N° Final Meta Plazo
1. Procedimiento de laboratorio Obtencién | Continuar con | Proceso 30/3/02
para obtener secuencias de secuen- | aislamiento ajustado
cias y purificacion
de secuencia
2. Procedimiento de laboratorio Obtencién | Continuar con | Proceso 30/3/02
para obtener secuencias de secuen- | aislamientoy ajustado
cias purificacion de
secuencia
3. Caracterizar y secuenciar Secuencia | Caracterizar Una 31/5/02
péptidos caracte- péptido secuencia
rizada. quimeérico
4. Péptido quimérico expresado | Un modelo |Expresar Un sistema | 31/10/02
en sistema modelo de péptido para modelo
expresion posterior
para el produccion
péptido piloto
5. Péptido purificado Un péptido | Caracterizar el | Purificacion 30/3/03
péptido y un péptido
6. Péptido purificado, Un péptido | Disponer de un | Un péptido 30/3/03
caracterizado péptido caracte-
antimicrobiano | rizado
7 Un péptido Mytilus chilensis con | Un péptido | Disponer un Identificar 30/6/03
comprobada capacidad péptido péptido
antimicrobiana especifica comercial mas activo
8. Péptido evaluado Un péptido | Péptido Péptido 30/12/03
toxicoloégicamente aplicado como | comercial
farmaco en
especies

animales
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11.2. Resultados esperados por actividac
Obj. Esp. | Activid. Resultado Indicador Meta Parcial
N° N° Final Meta Plazo
Numero de | 4 defensinas |Dos
1 1.1-1.2 |Defensinas seleccionadas |defen- defensi- 30/3/02
sinas nas
Ndmero Un clon Un clon
2 21 Clon de cecropina clon 30/3/02
Una
1 1.3 Defensinas de Mytilus Defensinas | Una defen- 30/4/02
chilensis defensina sina
Una
2. 29 Defensinas de Mytilus Defensinas | Una defen- 30/04/02
chilensis y cecropina defensina sina
Secuencia | Tres Una
3. 3.1 Caracterizacion de nucleoti- secuencias |secuen- 31/5/02
secuencias por DGE dica cia
Secuencia
3. 3.2-3.3 | DNA secuenciado. Aminoaci- | Tres Una 31/5/02
Estimacion de cambios dica secuencias |secuen-
aminoacidicos cia
Secuencia Tres Una 31/6/02
4. 4.1 Secuencias clonadas clonada secuencias |secuencia
4, 4.2 Disefio de recuperacion de | Disefio
péptido quimérico construido Un disefio | Un disefio | 31/6/02
4, 4.3-4.4 |Péptido quimérico Expresién | Un péptido Un
expresado del péptido péptido 31/10/02
5. 5.1 Péptido purificado y Actividad | 90% de 50% de 31/3/03
caracterizado por HPLC antimicro- | actividad actividad
biana
6. 6.1 Péptidos caracterizados por | Actividad | 90% de 50% de 31/03/03
PAGE elEF antimicro- | actividad activi-dad
biana
7. 7.1 Péptido con capacidad Actividad
antimicrobiana en antimicro- | 95% de 90% de 31/3/03
microplaca comprobada. biana actividad actividad
7. 7.2-7.3 | Seleccion del péptido con Actividad 95% de 90% de
mayor actividad antimicro- | actividad y actividad 30/6/03
antimicrobiana y baja bianay citotoxicidad |y citotoxi-
citotoxicidad para ensayo citotoxi- baja cidad
comercial. cidad baja
8. 8.1 Identificacion de bacterias y | Bacterias y | Inhibicion de | Tres
virus patégenos que virus tres microor- 30/12/03
afectan mortalmente a inhibidos microorganis | ganismos
salmoénidos, cuya letalidad mos
es inhibida por el péptido predominant
descubierto esen
salmonicu-
Itura
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12. IMPACTO DEL PROYECTO

12.1. Econémico

Para evaluar el impacto que puede tener el descubrimiento de péptidos antimicrobiandos
que puedan ser utilizados como producto farmacéutico para tratar enfermedades causadas
por patogenos letales, se puede tomar como referencia la salmonicultura chilena que es la
segunda en importancia a nivel mundial, después de Noruega. La industria salmonera
chilena tiene perdidas anuales por 80 a 100 millones de doélares, debido a mortandad
causada por el virus de la Necrosis Pancreatica Infecciosa (IPNv), y la bacteria Piscirickettsia
salmonis. El uso de antibioticos en esta industria, origina elevados costos para tratar las
enfermedades sin lograr seguridad en el objetivo de evitar la mortalidad de los peces. Si se
dispone de un péptido que inhiba en forma especifica a estos patdgenos, con una eficacia
del 95% por ej., y tener la forma de suminsitrarlo en los organismos con accién permanente,
puede transformarse en una solucién para la industria valorizada en los millones de délares
en que actualmente incurren en la salmonicultura. Pueden resultar estos péptidos una
opcidon muy competitiva con las vacunas recombinantes que actualmente se intentan
incorporar a la salmonicultura, con el objeto de diesmar estas mermas.

Si resultara una solucién para la salmonicultura, significa que en el plazo de siete afios la
industria salmonera ahorra 2,3 mil millones de délares, es decir, dos exportaciones anuales
completas.

El reciente surgimiento de la aplicacién de los péptidos, dado que soélo se obtienen al
disponer de técnicas biotecnoloégicas de Ultima generacion, permite visualizar que las
posibilidades pueden ser amplias, considerando el éxito que algunos de estos compuestos
ya patentados y comercializados tienen en el mercado.

La utilizacion de estos péptidos en cualquiera de las industrias donde sea posible aplicarlas,
generara una mayor competitividad de los sectores productivos nacionales. Si se considera
solamente la salmonicultura, implicara que su desarrollo con proyecciones de triplicar la
produccién al 2010, tendra mayor receptividad al generar plazas laborales. Ademas, Chile
se posiciona como lider o a nivel muy competitivo en el contexto mundial en el campo de la
biotecnologia, por lo que sus cientificos, centros de investigacion, laboratorios de
investigacién seran mas cotizados y potenciaran la demanda de sus servicios profesionales,
lo que llevara a generar trabajos para este segmento.

12.3. Otros (legal, gestion, administracion, organizacionales, etc.)

El uso de los péptidos con fines farmacéuticos de uso veterinario estaran reglamentados, al
igual que otro producto que necesita de un registro de productos farmacéuticos, por ej. en
animales de la acuicultura. La normativa que en este caso afecta, es la Ley 19.283, la cual
modifica la ley 18.755, Organica del Servicio Agricola y Ganadero; Decreto N° 139, del
Ministerio de Agricultura “Reglamento de Productos Farmacéuticos de Uso Exclusivamente
Veterinario” (ver Anexo F.3).
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También afecta la Resolucion N° 724 del Ministerio de Economia del 01.12.97, por la cual se
aprueba el Convenio de Cooperacién Institucional entre el SAG y SERNAPESCA, en el
ambito de los productos farmacéuticos de uso exclusivamente veterinario de uso acuicola;
D.S. N° 430/91 Ley General de Pesca y Acuicultura; D.F.L N° 1, Ley N° 18.892, de 1992:
modifica la estructura organica de la Subsecretaria de Pesca y de SERNAPESCA.

El registro de un producto farmacéutico de uso exclusivamente veterinario, corresponde a la
incorporacion del mismo en un rol oficial de productos para uso en animales, que mantiene
el Servicio Agricola y Ganadero. Las solicitudes pueden ser aceptadas o rechazadas

dependiendo si cumplen con los requisitos de inocuidad, efectos secundarios y
especificidad.
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13. EFECTOS AMBIENTALES
13.1. Descripcion (tipo de efecto

El origen natural de los péptidos y su efecto no acumulativo ni contaminante, permite que
pueda ser utilizado en la industria sin agregar efectos colaterales indeseados. Ademas, se
realizaran pruebas de eventuales toxicidades de los péptidos, de manera que los productos
seleccionados para fines industriales, estaran liberados de esta propiedad indeseada.

13.2. Acciones propuestas

Los péptidos seran evaluados en cuanto a posible toxicidad, antes de ser seleccionados
para fines de uso en alguna industria en que se detecte de utilidad.

13.3. Sistemas de seguimiento (efecto e indicadores

Las pruebas se realizan in vitro con la metodologia de laboratorio descrita en “Metodologias
y procedimientos”.
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16. ANALISIS ECONOMICO DEL PROYECTO

16.1. Criterios y supuestos utilizados en el analisis

Indicar criterios y supuestos utilizados en el célculo de ingresos (entradas) y
costos (salidas) del proyecto

Analisis econémico del proyecto

La evaluacion econdémica del proyecto, se realiza considerando como referencia la
instalacion de una empresa biotecnolégica que producira y comercializara un nuevo producto
farmacéutico formulado con el péptido descubierto. Se plantea que este medicamento
previene muertes causadas por patdbgenos en los salmones de cultivo, tales como bacterias
y virus patbgenos: Pisciriketssia salmonis y Necrosis Panacreatica Infecciosa (IPNv) por
ejemplo, que actualmente son responsables de mortandades anuales del 28% de los peces,
originando pérdidas econémicas entre US$70 y US$100 millones cada afio.

Al disponer de una solucién definitiva para evitar la mortalidad de peces a través del uso de
péptidos antimicrobianos de accion especifica para los microorganismos identificados, la
industria salmonera generaria por ahorro, flujos marginales adicionales de $2,3 mil millones
de ddlares en el plazo de siete afios, es decir, mas de dos exportaciones actuales
completas. En el afio 2001, se espera que la industria produzca 236.000 toneladas de
salmonidos, exportando US$1.180 millones. En el plazo de 10 afios, Chile triplicara esta
produccion, llegando a 613.000 toneladas en el 2010, generando en ese afio mas de $3.000
millones de doélares.

Estas sobresalientes producciones de salmones demandan grandes cantidades de
medicamentos. Estos podrian corresponder a dosis inyectables del péptido inmunogénico
para suministrar individualmente a los peces, tipo de farmaco que se busca descubrir en
este proyecto de desarrollo e innovaciéon biotecnolégica. Suponiendo como cierto este
resultado final del proyecto, debe considerarse que para las producciones de salmoénidos el
ano 2006, se requeriran 186 millones de peces smolts que deberan ser tratados con el
medicamento; 206 millones el 2007, hasta requerirse 284 millones en el afio 2011. Estas
cantidades de unidades corresponden a la demanda potencial que generaria la industria
salmonera chilena para el farmaco peptidico. Sin embargo, se considera que la adopcion de
la tecnologia por parte de la industria es gradual, sin superar el 65% en el afio 2011.

En base a estos antecedentes se analiza econdmicamente el proyecto, para proyectar su
factibilidad en el corto, mediano y largo plazo. Considerando antecedentes econémicos de
companias farmacéuticas que comercializan productos a la industria salmonera, el negocio
funcionaria invirtiendo en Chile US$5 millones en una planta que sea competitiva y de
calidad mundial. Una iniciativa de este tipo, resulta altamente rentable considerando un
escenario conservador de ventas del producto. Genera un Valor Actual Neto de $1.213
millones y una Tasa Interna de Retorno del 22%, valor creible si se compara con la
rentabilidad de la industria farmacéutica donde se registran rentabilidades que bordean el
20%-25%. :
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Horizonte de evaluacion

7 anos

Inversién

Para realizar el negocio con el medicamento peptidico utilizandolo comercialmente en la
industria salmonera, se considera la creacion de una nueva empresa farmacéutica dedicada
a la produccion y venta del farmaco. El proyecto considera una inversion inicial de US$5
millones, equivalente a $3.250 millones, considerando una paridad del délar de $650. Esta
cifra permite la construcciéon y puesta en marcha de una planta altamente competitiva,
manufacturando productos de calidad mundial.

Generacion de los ingresos

El mercado potencial corresponde al nimero total de peces en proceso de cultivo y que
debieran ser protegidos con una dosis peptidica por ejemplar. Estas cantidades se obtienen
a partir de las toneladas de salmonidos que se proyectan producir en los proximos afios,
considerando un peso individual de cosecha de 3 kg. Se aplica una mortalidad promedio del
28%, para estimar la cantidad de smolts necesarios para lograr esos niveles de produccion,
los que registraran incrementos anuales del 11% en promedio.

Los ingresos se generan con las ventas proyectadas de dosis unitarias del medicamento
peptidico, por parte de la empresa farmacéutica que fabricara y comercializara el producto.
Se considera que la compafiia sélo abordard una fraccién del mercado, el que
conservadoramente podra iniciarse con el 16% en el afio 2006, cuando se produciria el
lanzamiento del producto, hasta el 65% en el afio 2011. Esto equivale a comercializar un
minimo de 29,8 millones y 184,5 millones de dosis como maximo, respectivamente.

El precio de venta de cada dosis sera de 10 centavos de délar ($65), que es inferior al precio
de una vacuna para peces (US $0,12). Este valor permite proyectar ventas entre $1.937
millones en el primer afio y $11.991 millones en el sexto.

Costos

Para establecer los costos o gastos de operacion, se consideran valores que tienen
actualmente compafiias farmacéuticas para producir clases de productos similares. Una dosis
del medicamento tiene un costo de $29, su suministro al pez cuesta $13 y $7 adicionales
corresponde a materiales empleados para su aplicacion.

Gastos de administracion y ventas
Se considera un gasto de administracion y ventas presupuestado en el 8% de las ventas
brutas. Esta es una proporcién promedio utilizada en la industria farmacéutica.
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16.2. Flujo de Fondos del Proyecto e Indicadores de Rentabilidad
(calcular el VN y la TIR dependiendo del tipo de proyecto)
I. PROYECCION SITUACION SIN PROYECTO

ITEM ANOS DE LA PROYECCION
1 2 3 4 5 6

1. ENTRADAS

Subtotal Entradas
2. SALIDAS
2.1. Inversiones

2.2. Gastos de Operacion

2.3. Otros

Subtotal Salidas

3. BENEFICIOS NETOS
TOTALES (1-2)

VAN (12%)

TIR
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17. RIESGOS POTENCIALES Y FACTORES DE RIESGO DEL PROYECTO

17.1. Técnicos

Existe una reducida probabilidad que el DNA shuffling, no posea la capacidad de
generar quimeras de mayor actividad especifica que los nativos. Diferentes
modelos asi lo prueban. Por lo tanto, este el punto de menor riesgo de la
propuesta, sin incluir el clonamiento que técnicamente es realizable.

El modelo de expresién, y la estrategia para recuperarlos, podria ser un punto

discutible:
Porque a pesar de expresarse como proteina de fusion en el modelo
Caulobacter , pudiese tener un efecto bacteriostatico o bacteriolitico por el
hecho de ser quimérico y de mayor actividad especifica, dentro o como
producto exportado. Sin embargo, el producto de exportacién es de
naturaleza agregable, por lo que evita la solubilidad del péptido y su eventual
efecto toxico sobre las células que lo producen. A pesar de ello, y si fuese el
caso, tendriamos que buscar un sistema alternativo de expresién, como el
propuesto por Blum et al (2000), quienes clonan y expresan como proteinas
de fusion en E. coli, péptidos que inhiben procesos intracelulares. Esta
alternativa viable tiene el inconveniente que el péptido NO se exporta, con el
consecuente problema operativo.

Otra posibilidad de riesgo se presentaria en caso que los quiméricos presenten
algun grado de toxicidad para sistemas celulares superiores. Sin embargo, se
espera obtener moléculas de alta actividad especifica, de tal modo que su dosis y
concentracion puedan ser inocuas a nivel sistémico.
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17.2. Econémicos

Si los péptidos descubiertos registran capacidades antimicrobianas reducidas, podran verse
limitadas las posibilidades de aplicacién comercial del producto. Dicha situacién pone
barreras para la transferencia hacia la industria, tal como se ha propuesto ante el evento de
total efectividad del producto. La inversion en desarrollo e innovacién biotecnoldgica no
tendria rentabilidad privada, sin embargo, si generaria beneficios para el pais al desarrollar
capacidades cientificas con posibilidades de acercarse a descubrimientos econémicamente
rentables.

Cabe destacar que este desarrollo tecnolégico se encuentra en una linea que recién emerge
en Chile y a nivel mundial. Si bien podrian no conseguirse los rendimientos econémicos
esperados, la biotecnologia marina comenzara a posicionarse con un foco competitivo en el
pais. Se generaran técnicas y metodologias que permitiran rapidamente obtener y probar
péptidos de otros organismos marinos con capacidad natural para defenderse de
enfermedades.

La Universidad Catdlica de Valparaiso, y en particular el equipo cientifico, tienen amplia
experiencia en proyectos aplicados en la obtencion de productos comerciales, y de magnitud
considerable. Los riesgos de manejo del proyecto son bajos, ya que también se apoya de
un manejo gerencial aportado por la Oficina de Transferencia Tecnolégica de la Universidad
Catolica de Valparaiso. De esta forma, la gestién del proyecto se orienta a la obtencién de
resultados concretos, traspasables a la industria, basandose en areas productivas
ampliamente conocidas por el quipo de desarrollo e innovacién.

_
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17.5. Nivel de Riesgo y Acciones Correctivas

Riesgo Nivel Acciones

Identificado Esperado Propuestas
REDUCIDO POTENCIAL [BAJO OPTI MIZAR COMBINANDO PEPTIDOS
MICRIBIOLOGICO DEL
PEPTIDO
POSIBLE TOXICIDAD BAJO SELECCION DE PEPTIDOS NO TOXICOS
DEL PEPTIDO
GESTION BAJO ACERCARSE LO MAS POSIBLE A LA

INDUSTRIA ADQUIRIENDO
COMPROMISOS PRODUCTIVOS CON
ELLA.
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18. ESTRATEGIA DE TRANSFERENCIA DE RESULTADOS

La Oficina de Transferencia Tecnolégica (OTT) de la Universidad Catélica de Valparaiso, es
la unidad especializada en vincularse con la industria para buscar un uso de productos y
procesos obtenidos como resultados de desarrollo cientificos aplicados. Forma parte de la
Vicerrectoria de Investigacion y Estudios Avanzados, y organiza la gestion tecnolégica y de
innovacion de toda la Universidad. Su experiencia la ha llevado a patentar productos y
entregar licencias de explotacion para empresas nacionales y extranjeras. Esta es la unidad
que se encargara de efectuar la transferencia a la industria de los péptidos que se obtengan
en este proyecto de desarrollo e innovacion en biotecnologia.

Para transferir los péptidos, utilizara como estrategia, patentar bajo la titularidad de la
Universidad Catolica de Valparaiso, y reconocer como inventores a los cientificos
involucrados en el descubrimiento. Luego, buscara en distintas industrias las posibles
aplicaciones que pueda tener el producto. Una vez identificado los usos, buscara la forma
de realizar pruebas a nivel piloto de la efectividad de los péptidos, colocando a disposicion
de la industria las cantidades de péptidos requeridas. Habiendo probado la utilidad practica
del producto, buscard algun cliente inversionista que pueda interesarse en producir y
comercializar el producto a base de estos péptidos, entregando licencia exclusiva o abierta a
otros interesados, a cambio de un royalty que recibira la Universidad, a través de la Oficina
de Transferencia Tecnologica.

Al afio 2004, probablemente la Oficina de Transferencia Tecnoldgica haya creado una
empresa biotecnoldgica, la que podra recibir la licencia exclusiva, por parte de UCV, para
explotar comercialmente el producto. La ventaja es que la empresa tendra un conocimiento
avanzado sobre el mercado que pudiera tener el péptido.
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19. CAPACIDAD DE EJECUCION DEL PROYECTO

19.1. Antecedentes y experiencia del agente postulante y agentes asociados
(Adjuntar en Anexo B el Perfil Institucional y documentacién que indique la naturaleza
Juridica del agente postulante)

La Universidad Catdlica de Valparaiso destaca en Chile en el ambito cientifico, al realizar
multiples proyectos de ciencias aplicadas orientados al desarrollo de productos que
resuelvan problemas industriales concretos. En el campo biotecnolégico ha avanzado
considerablemente, desarrollando productos para la elaboracion de vacunas, técnicas de
mejoramiento genético, técnicas de reproduccién animal, procesos de produccién acuicola,
entre otros. Ha realizado una veintena de proyectos FONDEF, vy se encuentra ejecutando
diversos proyectos de transferencia tecnolégica, a través de su Oficina de Transferencia
Tecnoldgica. El soporte institucional para cada uno de los proyectos emprendidos es
amplio, apoyando en aspectos legales, financieros, de difusion y de relacién con el entorno
productivo.

- //X)
<
/
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19.2. Instalaciones fisicas, administrativas y contables
1. Facilidades de infraestructura y equipamiento importantes para la ejecucion del proyecto.

Equipos: ( En 10 Unidades de laboratorio con una superficie total de 300 metros
cuadrados).

2 Salas de Cultivo Celular :

Camara de flujo Laminar modelo VRL 60 (CONVIRON)

Camara de flujo Laminar modelo VRL 40 (CONVIRON)

10 Refrigeradores 4°C, -20°C (mantencion de medios)

4 Freezers —30°C

2 Incubadores (REVCQO) —85°C

Microscopio invertido de epifluorescencia con camara fotogréfica inccorporada (NIKON)
10 Set de micropipetas (1 ul — 1000 ul)

Microscopio de Epifluorescencia con camara fotografica incorporada (WEISS)

Centrifugas:
Ultracentrifuga L5-65B (BECKMAN)

Centrifuga Refrigerada RC-5B (SORVALL)
3 Centrifugas de sobremesa, velocidad variable, refrigerada (EPPENDORF)
Centrifuga Mikro 22 (HETTICH)

Salas de Acidos Nucleicos:

PRE - PCR
Camara de flujo Laminar modelo NU 201-330 E (NUAIRE)
MiniCentrifuga
Freezer —-20°C
Refrigerador 4°C

2 incubadores termostatados
Micropipetas ad hoc

POST - PCR

3 Termocicladores (Perkin Elmer, Stratagen, Biogen)

4 diferentes Sistemas de Electroforesis en Agarosa y Acrilamida

4 Fuentes de poder ad hoc

Sistema de Electroforesis en Campo Pulsado (PFE) completo (BioRad)

D GENE System for Mutation Detection, completo (para DGGE) BioRad

UV.-Quant Pharmacia, para determinacion de concentracion de acdis nucleicos y proteinas

Sala de Cromatografia

HPLC (LACHROM)

Horno L-7350

Bomba L-7120

Detector con arreglo de diodo L-7455

Camara para extraccion en fase sélida (WATERS)
Liofilizador

Concentrador Speed Vac
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Sala de Bacteriologia

Camara de flujo Laminar modelo serie 37500 (LABCONCO)

Camara de flujo Laminar modelo NU 201-330 E (NUAIRE)

Autoclave (ALL AMERICAN)

Estufa 20-100 °C (JOUAN)

Estufa 50°C (MEMMERT)

Microscopio contraste de fase con camara fotogréafica incorporada (NIKON)
Refrigerador (MADEMSA)

Incubador LMS (JENCONS)

Sala de Proteinas
Espectrofotometro 20 Genesys (SPECTRONIC)

Camaras para electroforesis verticales 1-D y 2-D (BIORAD)
Fuentes de poder (BIORAD)

Secador de geles modelo 583 (BIORAD)

Transiluminador (BIORAD)

Camara de transferencia semiseca (BIORAD)

Lector de ELISA Multiskan MS (LABSYSTEM)

Lector de imagenes Gel Documentation System
Concentrador Speed Vac (SAVANT)

Systema completo de minigeles y transferencia PHAST Gel System. Pharmacia. 1-D, 2-
D, IEF-Ultrasonicador (disruptor de células) (MICROSON)
Sonicador 2200 (BRONSON)

Balanza analitica 120 x 0,0001g (SCIENTECH)

Balanza digital 250 x 0,001g (SCIENTECH)

Freezer horizontal —80 °C (SCIENTEMP)

Freezer vertical —80 °C (REVCO)

Destiladores de agua

Purificador de agua MilliQ modelo Simplicity (MILLIPORE)
Refrigeradores y Freezer —20 °C

PHmetros, agitadores magnéticos, vortex, micropipetas
Computadores con correo electronico e Internet para bisqueda bibliografica
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2. Capacidad de gestion administrativo-contable

La gerencia administrativa del proyecto, serd asumida por el Gerente de la Oficina de
Transferencia Tecnolégica. Esta Oficina, tiene un sistema administrativo de proyectos,
orientado al desarrollo de productos, promoviendo durante el curso de su ejecucion, la
obtencién de resultados concretos, verificables y que queden en condiciones de
escalamiento productivo para ofrecerlos en el mercado.

La Oficina de Transferencia Tecnolégica, cuenta con el servicio de la Direccion de Finanzas
de la Universidad, disponiendo de un sistema contable exclusivo para los proyectos que
gestiona. Cuenta con personal designado para efectuar las tareas de ejecucion de los
proyectos. Sus dependencias, se encuentran en la Casa Central de la Universidad, lo que
facilita la interaccién con otras unidades de servicio de la Universidad.
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20. OBSERVACION SOBRE POSIBLES EVALUADORES

(Identificar a el o los especialistas que estime inconveniente que evalden la
propuesta. Justificar)
Nombre

Institucion Cargo Observaciones
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ANEXO A

ANTECEDENTES DEL EQUIPO DE COORDINACION Y
EQUIPO TECNICO DEL PROYECTO




69

CURRICULUM VITAE RESUMIDO

i. Datos Personales
Marshail Gonziiez Sergio Horacio
APELLIDO PATERNO APELLIDO MATERN.D NOMBRES
5 de Enero de 1946 vriea@ucv.d 273444 273294
FECHA NACIMIENTO CORREO ELECTRONICO FONO FAX
Vicerrector de Investigacién y Estudios Avanzados
RUT CARGO ACTUAL
\4 Valparaiso Avenida Brasil 2950
REGION CIUDAD DIRECCION DE TRABAJO
ii. Formaciéon Académica
GRADOS ACADEMICOS (postgrado) UNIVERSIDAD PAIS ANO OBTENCION
Bachelor Of Arts. B.A. Brandeis University USA 1971
Master Of Arts. M.A. Brandeis University USA 1972
Ph.D Harvard University USA 1981
HONORS UNIVERSIDAD PAIS ANO OBTENCION
L, o S Harvard University USA 1979-1981

iii. Trabajo Actual

Vicerrectoria de Investigacién y Estudios Avanzados

INSTITUCION Y REPARTICION ; 5 i
Universidad Catélica de Valparaiso

Vicerrector de Investigacién y Estudios Avanzados

CARGO - CATEGORIA ACADEMICA % ; : p
Profesor Titular [nstituto de Biologia

JORNADA DE TRABAJO (horas/semans) 44 horas/semana
CIUDAD Y REGION Valparaiso - V Regiéon
iv. Trabajos Académicos asociados
INSTITUCION CARGO | DESDE |  HASTA
Ministerio de Economia Fomento Consuitor dei Departamento de Sanidad i
i | 1995
y Reconstruccién. Pesquera, Sernapesca :
CORFO Evaluador Técnico de Proyect()?’del Fondo de | 1996 :
Desarrollo e Innovacion i i
Presidente de la Comisién Asesora de Postgrado |
Ministerio de Educacién — Chile del Consejo de Rectores de las Universidades | 1999 2002

Chilenas

Miembro Integrante de ia Comision de §

Certificacién de la Calidad de los Programas de |

Postgrado en Chile. (En Tramite de Decreto a i
Nivel de Contraioria Generai de la Repiiblica).

Ministerio de Educacion — Chile.

Representante de ia Universidad Catélica de |
Valparaiso en ef Convenio de Desempeiio en |
Ministerio de Educacién — Chile. | Consorcio con la Universidad Técnica Federico i 1999 2002
Santa Maria para la “Creacién deun Programa L
de Doctorado en Biotecnologia” e

| B!
!

v. Gestion de Tesis de Pregrado, Especialidades y Postgrado
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Tesis de postgrado

Tesis de Magister
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10.

Evaluacién in vitro de un vector para la inmortalizacion de secuencias genéticas en peces saimideos.
Magister en Ciencias Microbiologicas. UCV. Alumno: Sr. Patricio Villalobos B. 1998.

%

Molecular Diagnosis and Ecology of Piscirickettsia salmonis, a bacterial pathogen of saimonids. Master
of Arts. San Francisco State University. C.A. USA. Co-Direccion trabajo realizado en laboratorio de
Chile. (Sekou Heath). 1999.

Clonamiento y expresién de un fragmento del gen VP2 del virus de la necrosis pancreética infecciosa.
Magister en Ciencias Microbioldgicas. Alumno: Sr. Patricio Araneda C. (En espera de defensa). 2001.

Caracterizacién del ITS ribosomal del gemoma de diferentes aislados naturales de Piscirickettsia
salmonis. Magister en Ciencias Microbioldgicas. Srta: Vitalia Henriquez Q. (En espera de defensa).
2001.

Gestion de Proyectos Académicos (Nacionales e Internacionales)

Direct injection of a genetically modified virus gene into muscle of adult salmonids: An alternative to
classic vaccines. THE EUROPEAN COMMUNITY. Dr. Sergio Marshall G. Responsable en Chile,
Dr. Norman Maclean, responsable en Gran Bretaia. Jefe de Proyecto. 1995-1998.

Evaluacién de un vector de inmortalizacién en células de peces en cultivo. Proyecto FONDECYT. Jefe
de Proyecto. 1996-1998.

Evaiuacién Inmunolégica de Piscirickettsia salmonis FONDO DE INVESTIGACION PESQUERA .
Jefe de Proyecto. 1996-1997.

Desarroilo de una Vacuna de DNA recombinante para controlar P. Salmonis en peces salmonideos.
FONDETF 96 1038. Jefe de Proyecto. 1997-1999.

Optimizacién de la tecnologia de la PCR. CORYSS Labeoratorios. San Francisco, California. USA. Jefe
de Proyecto. 1998-2001.

Identification and Detection of Pathogens in Water via Global Molecular Characterization and Flexible
Test- Targeting. SBRD-Departament of Commerce. USA.

CDNA Library construction of Piscirickettsia saimonis genome. ALPHARMA- Noruega —DI-UCV.
Co- Investigador. 1999-2002.Jefe de Proyecto. 2000-2002.

Programa de Cooperacion Chile — Francia para el Laboratorio de Genética Molecular de la Universidad
Catélica de Valparaiso. Embajada de Francia en Chile. Para el Laboratorio de Enfermedades de
Organismos Marinos de la Universidad de Montpeilier, co-patrocinante de la propuesta FONDEF 1999.

Miembro del Comité Ejecutivo Internacional (8 personas en total) para la formacion de PAMBA (Pan
American Association of Marine Biotechnology). USA — CANADA - CHILE.

Convenio de colaboracién en transferencia tecnoldgica para la generacion de vacunas de DNA
recombinantes para patogenos marinos con la firma ALPHARMA Inc, Oslo Noruega. (Consecuencxa
del Proyecto FONDEF 1038) ‘
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11.

Lanzamiento de Vacuna para erradicar Piscirickettsia salmonis de la industria salmonera chilena.

Proyecto FONDEF de Transferencia Tecnoklogica DOOT 1041. Investigador Alterno. 2001 2003.

vii.

Productividad Comercial - PATENTES

1. Se ha iniciado el tramite para patentar proteinas de uso veterinario para generacion de vacunas de
aplicacion comercial.

Inventor: Sergio Marshall G e

Propiedad: Universidad Catolica de Valparaiso

Patentamiento en Chile: aiio 2001

Patentamiento via Internacional PCT aiio 2002

°

vili. Productividad Académica (Ultimos S aiios)

i

(]
.

(92]

w

10.

Arenas-Diaz, G., Mercado, L., and Marshall, S.H. Bacterial aspartate kinase-like activity in human
plateiet.. Cell.. Mol. Biol. Research. CMBR/MS95-001. 1996. Volumen 41 (5).

Marshall, S.H., Heath, S., Henriquez, V., Orrego, C. Minimally invasive detection of Piscirickettsia
salmonis in cultivated salmonis via PCR. Appl. Environ. Microbiol. 64: 3066-3069. 1998.

Villalobos, P., Rojas, M.V ., Conejeros, P., Marshail, S.H. Efficient transfection and expression of a
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PROYECTOS DE TRANSFERENCIA TECNOLOGICA
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Piscirickettsia salmonis en la industria salmonera”.

Director General

Estado: en ejecucién.

PROYECTO FONDEF DO00T1045 “Transferencia de una tecnologia de apoyo a la
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Estado: en ejecucién.
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PROYECTO FONDEF D96T1013 "Creacién, Implementacién y Gestién de una
Oficina de Transferencia Tecnolégica”

Gerente

Estado: terminado, proyecto concluido con la incorporacién de la Oficina de
Transferencia Tecnolégica al organigrama UCV.
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PROYECTOS DE INVESTIGACION Y DESARROLLO

PROYECTO FONDEF:D0O0I1045 “Disefio, desarrollo y validacion de un modelo
actualizacién docente permanente de tipo virtual en el contexto de la reforma
educacional para profesores del area técnico profesional:“objetivos fundamentales
transversales y terminales, metodologia docente y actualizacion de contenidos”.
Gerente

Estado: en ejecucion

PROYECTO FONDEF D9811055 “Optimizacién inmunolégica y genética de
péptidos endégenos antimicrobianos en ostiones (Argopecten purpuratus) para
aumentar su capacidad exportadora’.

Gerente

Estado: en ejecucion

ASESORIAS, CONSULTORIAS TECNOLOGICAS Y ACTIVIDADES DE
TRANSFERENCIA TECNOLOGICA.

Asesoria “Disefio y Desarrollo de Productos, factor estratégico para la
competitividad industrial de Chile. El caso de proyectos de [+D tecnol6gicos
FONDEF”.

Consultoria al Fondo de Fomento al Desarrollo Cientifico y Tecnolégico FONDEF.
Serie Disefio y Desarrollo de Productos de Alta Tecnologia MAA-Consultor.
Estado: asesoria realizada en septiembre-diciembre del 2000.

Asesoria tecnolégica “Desarrollo de un Plan de Aseguramiento de Calidad (PAC)
para productos pesqueros congelados, en especies jurel, sardina y caballa”
Pesquera Galeb —Antofagasta.

Director

Estado: en ejecucion

Asesoria OTT-UCV Proyecto FAT - CORFO "Estudio de mercado para una Planta
de Fundicién de Precision en Céascara Ceramica en Antofagasta”, solicitado por
Consorcio Parque Industrial AGPIA S.A., Antofagasta.

Director

Estado: asesoria terminada
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Asesoria OTT-UCV en gestién organizacional "Disefio e implementacion de una
estrategia para que los pequefios mineros puedan establecer las politicas de su
empresa y un complejo minero industrial”. Este trabajo se realiza en terreno en la
comuna de Petorca.

Director &

-,

Estado: asesoria terminada

EDICION DE LIBROS Y MANUALES TECNOLOGICOS

Direccién general de talleres periddicos de transferencia de tecnologias biolégicas
para personal de produccién y de desarrollo de empresas salmoneras, y editor de
la Serie de Manuales de Innovacién Tecnolégica para la Acuicultura. Los titulos
en ambos casos son:

A

o
3. Biotecnologia para la estenlizacién y produccién de monosexo en

R

Manejo de fotoperiodo e induccién de la ovulacién en procesos de cultivo
de salmones.
Conservacion y criopreservacion de gametos de salménidos.

salménidos.
Alternativas para el mejoramiento genético de salménidos.

ASISTENCIA A CURSOS, SEMINARIOS, TALLERES, REALIZADOS

EN EL AMBITO DE LA TRANSFERENCIA TECNOLOGICA

Congresos y Seminarios Nacionales

e Seminario Internacional ‘La exportacion de Servicios: Nuevo desafio
Universitario”, organizado por el Comité Exportador de Servicios Universitarios
de ProChile, 30 septiembre al 1° de octubre de 1999.
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e Seminario Intemacional “Gestién de la Tecnologia y la Innovacion”, realizado .
en conjunto por la Universidad de Loyola Maryland y la Universidad Albeffto
Hurtado de Chile, 12 de agosto de 1999, Santiago Chile. »




Seminario Visién Empresarial 2000, organizado por Universidad del Desarrollo,
septiembre de 1999.

Curso para preparacién de proyectos FONDEF, impartido. por el Fondo de
Fomento al Desarrollo Cientifico y Tecnolégico - Santiago, abril de 1999.

Curso Taller en negocios Tecnolégicos — FONDEF, impartido por el Fondo de
Fomento al Desarrollo Cientifico y Tecnolégico, Santiago, abril de 1999.

Seminario-Taller “Incentivos para el Desarroilo de las Ciencias, la Tecnologia y
la Innovacién en el Sector Productivo Nacional”, organizado por la Comisién
de Ciencias y Tecnologia de la Camara de Diputados de Chile, enero de 1999.

Encuentro Intemacional "Temas fundamentales para el desarrollo universitario”,
organizado por ALFA/CINDA y Ministerio de Relaciones Exteriores, Santiago,
14 y 15 de septiembre de 1998.

Seminario "Relacién Universidad-Empresa. Politicas y Mecanismos para su
consolidacién”, organizado por el Centro Interuniversitario de Desarrollo
(CINDA), Santiago, 6 al 8 enero de 1997.

Seminario "Oportunidades de negocios en Perti y Bolivia" realizado por
ProChile, Vifia del Mar, 25 de marzo de 1997.

XX Taller de Ingenieria de Sistemas" realizado por la Universidad de Chile,
Santiago, 9 al 13 de junio 1997.

» Seminario "Valorizacién de tecnologia, negociacién de contratos y
promocion y marketing de tecnologia y de servicios" realizado por la
Universidad de Concepcién, 21 al 23 de abril 1997.

Congresos y Seminarios en el Exterior.

Intenational Conference on Intellectual Property, the Internet Electronic
Commerce and International Knowledge. Organizado por Ia Organizacion
Mundial de Propiedad Industrial (OMPI), Sofia-Bulgaria 29 al 31 de mayo del
2001.

Tercer Congreso internacional de Universidades para el Desarrollo Sostenible
y Medio Ambiente, organizado por OIUDSMA. Expositor, 18 al 20 de 1999
noviembre, Valencia — Esparia. 1 A
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Curso "Buenas practicas de cooperacién Universidad-Empresa”, realizado por
el Centro de relaciones con el entorno socio-econémico de la Universidad
Politécnica de Valencia Seminario "Innovacién Tecnolégica para el Tercer

Milenio" de la Asociacion Latino-lberoamericana de gestién de Tecnologia *

(ALTEC). 27-29 octubre de 1999. Valencia, Esparia.

“l Foro de desarrollo productivo e integracién Provincia de Mendoza y regién de
Valparaiso”, Expositor y Panelista. Mendoza — Argentina, 30 y 31 de agosto
1999.

Seminario Intemacional "En busca de ventajas comparativas: Exportacién de
servicios universitarios en el Mercosur, una estrategia para el desarrollo”,
Expositor y Panelista, realizado por ProChile y la Universidad de Buenos Aires,
4 al 6 de noviembre de 1998, Universidad de Buenos Aires, Argentina.

Taller de capacitacion para Gerentes de Unidades de interfaz Empresa-
Universidad/Institutos de Investigacién”, realizado por la Fundacién para el
Desarrollo de la Ciencia y la Tecnologia del Estado de Lara, Barquisimeto,
Venezuela, 13 al 15 de octubre de 1998.

Seminario "Mecanismos para la creacién de empresas tecnolégicas”, realizado
por el Programa de Intercambio Universitario entre la Unién Europea y
Ameérica Latina (ALFA - CINDA). Universidad Estadual de Campinas, Brasil, 27
al 29 de abril de 1998.

Curso: "Proteu II- Programa de entrenamiento para capacitar gestores de
cooperacion Empresa-Universidades/Institutos de Investigacién, organizado
por el Programa Iberoamericano de ciencia y tecnologia para el desarrolio
(CYTED), Sao Paulo-Brasil, 30 junio al 4 de julio de 1997.

Julio 2001
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Tabla 1. Las empresas biotecnolégicas mas importantes de América Latina.

Pais Empresa Actividades en Biotecnolégica Empleados
Brasil Biobras  Produccién de enzimas e insulina >250
Brasil Valle Produccién de vacunas y farmacos >250
Argentina Bio Sidus Produccién de farmacos >250
México Pulsar Desarrollo de plantas transgénicas >250
Cuba CIGB' Produccioén de Interfon y vacunas

(Hepatitis B, Meningitis B) >250
Venezuela Polar Kits de diagnéstico >250
Chile Bios Chile Kits de diagnostico 101-250

'Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia

Cabe recordar que los sectores forestal, ganadero y de producciéon de pescado son de
gran importancia en América Latina

La realidad biotecnolégica en Chile.

La realidad del desarrollo biotecnolégico mundial, con economias cada dia mas
globalizadas genera para los paises en desarrollo la necesidad de invertir en tecnologias
de punta. El desafio, la formaciéon de recursos humanos altamente calificados para una
industria dinamica y competitiva.

Debido a la estructura econémica de Chile, concentrada en la industria explotadora de
recursos naturales, la biotecnologia surge como una herramienta en el aumento de la
competitividad. El potencial de aplicacion biotecnolégica es enorme en fruticultura,
silvicultura, piscicultura, produccion vitivinicola y también en la explotacion de minerales.

A continuacién destacaremos algunas caracteristicas del emergente sector biotecnologico
en Chile:

Grado de aplicacion de la biotecnologia en Chile.

Segun el grado de aplicacion de los procedimientos biotecnoldgicos, en la industria

biotecnolégica chilena encontramos:

- 18 empresas que han desarrollado productos y/o procesos biotecnolégicos
avanzados, que los comercializan y que realiza I1&D.

- 5 empresas que han desarrollado algtin(os) productos y/o procesos biotecnolégicos
avanzados, que los comercializan y que realiza 1&D.

- 30 empresas que posee fondos y/o realiza 1&D propios para incorporar y/o adaptar
procesos biotecnolégicos en su cadena de produccion. |
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Tamaiio de las empresas biotecnoldgicas chilenas.

Caracterizado por la heterogeneidad de las empresas que la constituyen, podemos
encontrar en este sector las empresas biotecnolégicas, que seran aquellas que incorporan
técnicas biologicas y/o de ingenieria genética modernas. Bajo este criterio en Chile
encontramos 19 empresas biotecnolégicas, las que segun su volumen de ventas se
clasifican en: 2 empresas grandes (Bios Chile S.A. y Tepual S.A)), 12 PYMES y 5
microempresas.

Tabla 2. Caracteristicas de las empresas biotecnolégicas chilenas
Segun rama de productos

Ramas Empresas Empleados Gastos en I&D Ventas Exportaciones

En I&D Mill.

uUs$ Mill.US$ Mill. US$
1999

1999
Diagnostico médico y veterinario5 95 45 0.82 4.45 0.7
Enzimas y quimicos finos 5 68 13 0.16 1.72 0.41
Biofertilizantes y biopesticidas 2 16 3 0.14 1.0 0.17
Aplicaciones biotecnolégicas 1 31 8 0.16 0 0
en el sector forestal
Biotecnologia ambiental 1 3 2 0.02 0.01 0
Control biolégico de plagas 2 22 13 0.11 0.15 0
Ingenieria genética de plantas 3 3 1 0 0 0
TOTAL 19 238 85 1.41 7.33 1.28

Mientras el sector industrial de los paises desarrollados lucha por ganar posiciones en
biotecnologia, en Chile, no obstante su desarrollo cientifico, sigue siendo un area
precompetitiva de desarrollo potencial. Referido a la capacidad de generar empleo, si lo
cuantificamos a la escala de EE.UU. (295 empleados en la industria biotecnolégica/millén
de habitantes), Chile deberia dar empleo a 4.130 empleados cifra que segun los datos
entregados en la Tabla 2, sélo alcanza a 238, lo que representa un déficit del 94 % en la
capacidad de generacién de empleo el sector.

Financiamiento de proyectos de 1&D en las empresas del sector.

Considerando el notorio y acelerado progreso de la biotecnologia en el ambito mundial,
las empresas nacionales de este sector requieren de un gran apoyo cientifico y
tecnolégico para mantenerse vigentes. En nuestro pais no es comun que tal apoyo
provenga del interior de cada empresa, ya que ello requeriria de un esfuerzo econémico
significativo para generar su propia estructura de | & D o bien renunciar a ella, con grave
perjuicio para su vigencia en un area productiva tan altamente sensible al desarrollo
tecnolégico. f



Las empresas biotecnoldgicas invirtieron en 1&D US$ 1.41 millones (Tabla 3), asi como
aquellas empresas que aplican biotecnologia moderna realizaron inversiones por US$ 1.8
millones. Del total de esta inversion en 1&D (US$ 3.21 millones) del sector empresarial, un
33.3% fue financiado por FONTEC y SAG.

Pero las empresas de este sector en Chile, son dependientes y con vision de corto plazo
para lograr una entrada rapida en el mercado y poder generar ventas en la fase temprana
del desarrollo, basandose generalmente en tecnologias extranjeras, que se venden en
Chile via representacion legal de empresas extranjeras o por ajuste rapido e integracion
de una tecnologia en la oferta de servicios de la empresa, no pudiendo realizar una fase
de largo plazo en I&D en que puedan desarrollar sus productos hasta la etapa de
madurez de mercado.

La situacion actual de la industria biotecnolégica nacional se puede definir como de pleno
crecimiento y evolucién tecnolégica. Sin embargo, dado que los dos tercios de las
empresas biotecnoldgicas se han desarrollado en los pasados tres afios, no se cuenta
con datos histéricos comparativos en las empresas para proyectar la tendencia de
crecimiento de esta industria

Cooperacion para el desarrollo de la I&D en el sector biotecnolégico.

Si analizamos los tipos de cooperacion, menos de la mitad de las empresas cooperan en
I&D con otras empresas. En cambio un 85% de las empresas mantienen cooperacion con
aiguna Universidades y/o instituto Tecnolégico nacionales (35% Universidad de Chile,
25% Universidad Catdlica de Chile, 8% Universidad de uOﬁCepCiGﬁ 13% otras
universidades chilenas y 8% INIA) y un 15% con universidades extranjera Es

[P PRy | PP P ey Mo o o bm ol e Sl e 2 e e — P

l!!!;.!U!{‘"!llb!!HU Ub‘bd“U'!"" ‘d‘ ”:!d!..-:!.lﬂﬂb ’Hl&'!!db!u”d"ﬂb L!E manera L!" ::!””“.“'“!337

154



155

OFICINA DE TRANSFERENCIA TECNOLOGICA

OFICINA DE TRANSFERENCIA

TECNOLOGICA

Universidad Catélica de Valparaiso
u Chile =

Reseiia Histdrica

La OTT fue puesta en marcha el 4 de noviembre de 1996, naciendo a través del
proyecto FONDEF D96T1013 “Creacion, implementacioén y gestion de una Oficina
de Transferencia Tecnoldgica”, cuyo Director General es don David Cademartori
Rosso, en ese entonces, Vicerrector de Desarrollo.

Luego de dos afios de funcionamiento como proyecto, la OTT fue creada por
Decreto de Rectoria Organico N° 360 del 2 de septiembre de 1998, bajo la
rectoria de don Alfonso Muga Naredo, quedando estructurada en el organigrama
de la Vicerrectoria de Investigacion y Estudios Avanzados.

Oficina Central

Av. Brasil 2950, Valparaiso
Casa Central — Universidad Catoélica de Valparaiso

Marcelo Arredondo Araya Gerente
Nieves Leon Alvarez Asistente
Rosa Villalobos Pallero Secretaria
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Proyectos de Transferencia Tecnologica

“Lanzamiento de vacuna para erradicar Piscirickettsia salmonis en la industria
salmonera”.

Estado: en ejecucion

Ano: 2001

“Transferencia de una tecnologia de apoyo a la planificaciéon de inventarios”.
Estado: en ejecucion
Ano: 2001

“Transferencia Tecnolégica del proceso UCV/VK para la exportacion de limones”.
Estado: en ejecucién
Aro. 2001

“Transferencia Tecnolégica para la venta de bulbos de lilium limpios de virosis y
bulbos de Leucocoryne para uso de paisajismo”

Estado: en ejecucion

Ano: 2001

“Mejoramiento de la produccion de recursos naturales con apoyo de imagenes
satelitales”.

Estado: en entrega de definicion de la estrategia de transferencia tecnologica.
Ano: 2001

"Transferencia Tecnolégica en procesos de cultivo de salménidos”
Estado: terminado.
Ano: 1997

"Creacion, Implementacion y Gestion de una Oficina de Transferencia
Tecnolégica”

Estado: terminado, proyecto concluido con la incorporacion de la Oficina de
Transferencia Tecnologica al organigrama de la Universidad Catoélica--de
Valparaiso. '
Ano: 1996



Proyectos de Investigacion y Desarrolio

“Disefio, desarrollo y validacién de un modelo actualizacion docente permanente
de tipo virtual en el contexto de la reforma educacional para profesores del area
técnico profesional: objetivos fundamentales transversales y terminales,
metodologia docente y actualizacion de contenidos”.

Estado: en ejecucion.

AnRo: 2001

“Optimizacion inmunoloégica y genética de péptidos endégenos antimicrobianos en
ostiones (Argopecten purpuratus) para aumentar su capacidad exportadora”.
Estado: en ejecucion

ArRo: 2000

“Diversificar el uso del lupino, utilizandolo como fuente proteica en la alimentacion
de la salmonicultura”.

Estado: en ejecucion.

Ano: 2001
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Talleres de Transferencia Tecnologica

Manejo de fotoperiodo e induccion de la ovulacion en salménidos
(2 versiones)

25y 26 de febrero de 1999 — Hosteria de Castro. Castro, Chiloé

25y 26 de mayo del 2000 — Hotel Vicente Pérez Rosales, Pto. Montt.

Conservacion y criopreservacion de semen en salmonidos
23y 24 de abril de 1999. Hosteria de Castro. Castro, Chiloé.

Biotecnologia para la esterilizacion y produccion de monosexo en
salméndos
4y 5 de junio de 1999. Hosteria de Castro. Castro, Chiloé

Alternativas para el mejoramiento genético de salménidos
27 y 28 de agosto de 1999. Hosteria de Castro. Castro, Chiloé

Gonsultorias Tecnologicas

Consultoria Tecnolégica “Desarrollo de un Plan de Aseguramiento de Calidad
(PAC) para productos pesqueros congelados, en especies jurel, sardina y caballa”
Pesquera Galeb —Antofagasta.

Estado: en ejecucion

Consultoria OTT-UCV Proyecto FAT - CORFO "Estudio de mercado para una
Planta de Fundicion de Precision en Cascara Ceramica en Antofagasta", solicitado
por Consorcio Parque Industrial AGPIA S.A., Antofagasta.

Estado: consultoria terminada

Consultoria OTT-UCV en gestién organizacional "Disefio e implementacion de
una estrategia para que los pequefios mineros puedan establecer las politicas de
su empresa y un complejo minero industrial". Este trabajo se realiza en terreno en
la comuna de Petorca.

Estado: consultoria terminada

&1\8
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Edicion de Libros y Manuales Tecnoldgicos

La Oficina de Transferencia Tecnoldgica, ha editado la Serie Manuales de
Innovacién Tecnologica para la Acuicultura, cuyos titulos son:

Manejo de fotoperiodo e induccién de la ovulacion en procesos de cultivo de
salmonidos

Conservacion y criopreservacion de gametos de salmonidos.

Biotecnologia para la esterilizacion y produccion de monosexo en
salmonidos.

Alternativas para el mejoramiento genético de salmonidos.

Organizacion de Eventes y Seminarios

Conferencia Internacional — Vacunacion: estrategia preventiva para la
salmonicultura, viernes 1° de diciembre del 2000, durante la Feria Internacional
Expopesca y Acuicultura 2000, Parque Ferial FISA, Maipu-Santiago.

Lanzamiento Proyecto FONDEF D9911055 “Optimizacion inmunolégica y genética
de péptidos endégenos antimicrobianos en ostiones (Argopecten purpuratus) para
aumentar su capacidad exportadora, miércoles 31 de mayo del 2000, Casa
Central, Universidad Catélica de Valparaiso.
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Patrocinios y auspicios a eventos y seminarios

Auspicio en 13th. International Pectinid Workshop, realizado por Universidad
Catdlica del Norte y Asociacion de Productores de Ostras y Ostiones de Chile
entre el 18 al 24 de abril, Coquimbo-Chile.

Vinculaciones de la Oficina de Transferencia Tecnologica

Vinculaciones con la Excma. Embajadora de Noruega en Chile Sra. Mona
Elisabeth Brather.

Vinculaciones con el Excmo. Embajador de Chile en Noruega, Don José Luis
Balmaceda.

Asistencia a curses, congreses y seminarios relacionados con
transferencia tecnologica. Gerente OT1

Congresos y Seminarios Nacionales

e Seminario Internacional “La exportacion de Servicios: Nuevo desafio Universitario”,
organizado por el Comité Exportador de Servicios Universitarios de ProChile, 30
septiembre al 1° de octubre de 1999.

e Seminario Internacional “Gestion de la Tecnologia y la Innovacion”, realizado en
conjunto por la Universidad de Loyola Maryland y la Universidad Alberto Hurtado de
Chile, 12 de agosto de 1999, Santiago Chile.

e Seminario Visibn Empresarial 2000, organizado por Universidad del Desarrollo,
septiembre de 1999.

e Curso para preparacion de proyectos FONDEF, impartido por el Fondo de Fomento al
Desarrollo Cientifico y Tecnoldgico - Santiago, abril de 1999.

e Curso Taller en negocios Tecnolégicos — FONDEF, impartido por el Fondo de
Fomento al Desarrollo Cientifico y Tecnolégico, Santiago, abril de 1999.
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e Seminario-Taller “Incentivos para el Desarrollo de las Ciencias, la Tecnologia y la
Innovacion en el Sector Productivo Nacional”, organizado por la Comision de Ciencias
y Tecnologia de la Camara de Diputados de Chile, enero de 1999.

e Encuentro Internacional "Temas fundamentales para el desarrollo universitario”,
organizado por ALFA/CINDA y Ministerio de Relaciones Exteriores, Santiago, 14y 15
de septiembre de 1998.

e Seminario "Relacion Universidad-Empresa.  Politicas y Mecanismos para su
consolidacion", organizado por el Centro Interuniversitario de Desarrollo (CINDA),
Santiago, 6 al 8 enero de 1997.

e Seminario "Oportunidades de negocios en Peru y Bolivia", realizado por ProChile, Vifia
del Mar, 25 de marzo de 1997.

e "XX Taller de Ingenieria de Sistemas", realizado por la Universidad de Chile, Santiago,
9 al 13 de junio 1997.

e Seminario "Valorizacion de tecnologia, negociacion de contratos y promocion vy
marketing de tecnologia y de servicios", realizado por la Universidad de Concepcion, 21
al 23 de abril 1997.

Congresos y Seminarios en el Exterior

e International Conference on Intellectual Property, the Internet, Electronic Commerce
and Traditional Knowledge ( WIPO) 29 al 31 de mayo 2001. Sofia, Bulgaria

e Tercer Congreso internacional de Universidades para el Desarrollo Sostenible y
Medio Ambiente, organizado por OIUDSMA. Expositor, 18 al 20 de noviembre 1999
Valencia — Espainia.

e Curso "Buenas practicas de cooperacion Universidad-Empresa”, realizado por el
Centro de relaciones con el entorno socio-econémico de la Universidad Politécnica de
Valencia Seminario "Innovacién Tecnolégica para el Tercer Milenio" de la Asociacion
Latino-lberoamericana de gestion de Tecnologia (ALTEC). 27-29 octubre de 1999.
Valencia, Espafia.

e ‘| Foro de desarrollo productivo e integracion Provincia de Mendoza y region de
Valparaiso”, Expositor y Panelista. Mendoza — Argentina, 30 y 31 de agosto 1999.

e Seminario Internacional "En busca de ventajas comparativas: Exportacion de servicios
universitarios en el Mercosur, una estrategia para el desarrollo”. Expository Panelista,
realizado por ProChile y la Universidad de Buenos Aires, 4 al 6 de noviembre de 1998,
Universidad de Buenos Aires, Argentina.
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Taller de capacitacion para Gerentes de Unidades de interfaz Empresa-
Universidad/Institutos de Investigacion”, realizado por la Fundacion para el Desarrollo
de la Ciencia y la Tecnologia del Estado de Lara, Barquisimeto, Venezuela, 13 al 15
de octubre de 1998.

Seminario "Mecanismos para la creacion de empresas tecnolégicas", realizado por el
Programa de Intercambio Universitario entre la Unién Europea y América Latina (ALFA
- CINDA). Universidad Estadual de Campinas, Brasil, 27 al 29 de abril de 1998.

Curso: "Proteu lI- Programa de entrenamiento para capacitar gestores de cooperacion
Empresa-Universidades/Institutos de Investigacién, organizado por el Programa
Iberoamericano de ciencia y tecnologia para el desarrollo (CYTED), Sao Paulo-Brasil,
30 junio al 4 de julio de 1997.
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ALCANCE Y NORMATIVA LEGAL:

Este Manual de Procedimientos inciuve aspectos reiativos ai registrc de
productes farmaceuticos en animales ae iz acuicultura v aorotacion de uso de
oroductos sin regisire.

NORMATIVA LEGAL:
- Ley 19.283. Ia cual medifica ia Ley 18.753. Organica de! Servicio Agricela v
Ganadero.

- Decreto N°138, del Ministeric de Agricuitura “Regiamente de Productos
Farmacauticos de Uso =xciusivamente Veterinario”.

- Resolucion 724 dei Ministeric de Sconomiz del 01/72/87, por la cual se
aprueda el Convenio de Cooperacion inmterinstitucicnal sntre o SAG y
Sernapesca, en el ampilc de los Sroductos Farmaceuticos de usc
Exclusivamente Veterinario de usc Acuicaia.

- 0.5, N°430/81. Lay General ae Pesca v Acuicuitura.

18.892}) de 1882: Mcdifica Ia estructurz organica de Ia

- DFL Nt (Ley 1
Subsecretana de ssca v de Semapesca.
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REGISTRO DE PRODUCTOS FARMACEUTICOS DE USC ACUICOLA

Si registro de un DproQucto farmaceutico de usd exciusivamente veternario
ccrresponde & la incorporacion dei mismo en un rof oncial de productes pars
uso en animales. que mantiene el Servicio Agricoia y Ganaderc (SAG).

Para el registre. el interesado debera presentar ai SAG una salicitud y adjuntar
la informacion tecnica vy legal necesaria para realizar su evaiuacion. Estos
antecedentes técnicos Vv legales conforman ei dossier de cada producto
farmaceutice.

Cuando se solicite i registro de un producto para usc € €species acuicolas, &l
SAG requerira iz cpinién técnica de Semapesca, para lo cual remitird al
Denartamento de Sanidad Pesquers & nivel central i@ saiicitug v dossier
presentado por ! interesada.

Si Departamentc de Sanidad Pesguera evaluara ef dossier de acuerde a lo
indicado en el documento Norma Técnica FAR/NT2 det Programa de Contro
de Farmacos y emitira un informe ai SAG. Para la emision del informe tecnico
Semapesca contaré can un piazo no superior 2 80 dias desde formulado ef
requerimientc. =ste informe podra indicar la recomendacion de registro
sanitaric. situacion pendiente por antecedentes insuficienies ¢ rechazo de iz
salicituc.

Una vez recibide =i informe de Semapesca, el SAG comunicara 3l interesadc
mediante una Resciucicn ia apropacion o rechazo de fa solicituc.

APROBACION DE SERIES

Cada parida de productes bioiogicos registrades, importades ¢ nacicnales
seran sometides por carte del SAG. a un contrcl de serie antes de su
disiribucion y expendic.

L3s partidas o series. correspenden & la cantidad de un preducie obtenide en
un ciclo Qe produccion.  raves de stapas continuadas v que se caractenza por
su homogeneidac.

Pagina 3de S
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Para la aprobacicn de ias series. a! interesadc deberz declarar al SAG las

partidas correspondientes, adjuntando al menos |z siguiente informacion:

Individuaiizacion del interesada:

2.- ldentificacicn del progucto:

S.- ldentificacion de Iz serie:

4.- Canticad ce unidaaes por forma iarmaceutica v dosis que ia
componen:

5.- Protocolo del anaiisis sfectuado por ¢l laboratorio de control de

calidad del interesaaa o par el externc autorizado oor el SAG;
.- Fecha de elaboracicn y vencimiento:
7.- Numero de registro del productc: y
8.- Nomore y firma del Director Técnico responsable.

[0)]

Fara la aprobacion de series de proauctos Bicicgicss importades o nacionales,
el SAG requerira Ia opinion técnica de Semapesca. ara estos sfectos. ef SAG
remitirza al Departamentc de Sanicad Pesguera z nivel cenral. copia de la
solicitud v protecolo de anaiisis corresgondiente ai producto dicicgico.

Semapesca evaiuars ios antecadentes de acuerdo & lo sefaiado en e
qocumentc Noma Técnica SAR/NT?Z v emitira al SAG un informe. &f cual podra
ingicar la apropacion o recnazo de iz Sefle svaiuace.

2 aprobacion o recnazo de una serie se Comunics 3 interesacc mediante una

~esolucicn que emite sl SAG.

i

|
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APROBACION DE IMPORTACION, ELABORACION, EXPENDIC Y USO DE
PRODUCTQS SIN REGISTRO.

Cuandc se soiiciie ia esiaporacion, usoc. importacion ¢ expendio de productes
farmaceuticos de uUsSC velerinanc en SSpecies acuictias gque no ssian
registrados, ef SAC remifira 2 Semapesce iz solicituc y los antecedentes
presentades par i interesadac.

=i Departamento de Sanidad.Pesquera a nivei centrai, evaluara la informacion
ael producto, con &i fin de emifir un pronunciamiento oficial. Ef infarme técnico
podra indicar recomendacion de aprobacicn de g soiicitud. situacian pendiente
(por faitz de antecedentes de! productc ¢ del protocolo) o rechazo de ia
salicitud.

Caonsiderando el intforme de Semapesca, ¢l SAG comunicars al interesado &l
resultaco de la evaiuacion de ios zantecegentes mediante una =esoiucion,
ingicando si corresponde, condiciones especiales ce usa.

Una vez emitide iz Resoiucion que apruebz el usc del preducte. el
Departamentc de Sanidad Fesquera remitire ia oficina Regional de
Semapesca correspondiente. oS antecedentes v ias condiciones bdaic fas

cuales se autornzo €t usc get progucte.

S m

.2 Oficina Regional podra consigerar & mencs una inspeccion a las
instalaciones en ias cuales se ssia utiiizance ! progucto, con i obielc de
constatar el cumpiimiento de ias condiciones estipuiadas en ia Resciucion.

=fectuaca la inspeccion. &i encargado de Sanidac =esguera remitira un informe
can lo observade & ia oficing central.
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REGISTRO DE PRCDUCTOS FARMACEZUTICOS

=n el marco del convenio de cooperacion interinstitucionai suscritc con ei
Servicic Agricoia y Ganaderc (SAG), cada vez que se solicite & registro de un
producto farmaceuticc Qe usC exclusivamente veterinario parz  animales
acuaticos. ¢! SAG requerirz iz opinion tecnica def Servicio Nacionai de Fesca.
Parz esto. el SAC debera enviar a ia Direccion Nacionai de Semapescs, una

_ copia de toda la informacion presentada por &i interesado.

Los requenmienios de informacion estan contenidos en el Decrato N° 138 del
MINAGR! v debe inciuir al menos lcs siguientes aspectos

- indiviqualizacion del Peticionaric. Descrincion dei Producto. Antecadentes
Quimicas. Provectc de Rotuiade, ~alieto ae informacion Técnica. Perfodo de
=ficacia. Princiics Activos. Metoaciogia Analitica y de Produccion, Periodos
de Resguardo. Limites Maximes de =esiduos (LMR), ingestza Diaria
Admisidle (IDA), Antecedentes ce ctros paisas (ver Anexo 1)

Para sfectos de estz Norma Técnica. ios orincipaies 0picos & evaiuar por
Semagesca corresponden a

" Descripcion completa dei producto: debe incluir formuia cuaii-
Cuantitativa. nOmMore generice v de iantasia, forma fammacautcs. via
de administracion. clasificacién Segun su usc. Pais de siaboracion,
periodo de resguarco. seguricad. sficacia. precauciones de uso v
condiciones de aimacsnamienic. =stz informacion debers astar
avalada por oibiicgrafia cientifica.

¥ Proyecto de etigueta o rotulo: =i texto debe sstar en espafol. sin
embarge, se acspié acemas cuc idioma Si es un producto de
importacion: dede indicar nombre genérico Y comercial si lo tuviere
forma farmaceutica. contenide. composicion de la formula: vis de
agministracion: Mocdo ce empiec; Advenencias: Frecauciones:
congicicnes de aimacenamientc v canservacion, nombre v domicilio
del laboratorio proguctor ¢ imparador, fecna de exniracion y Numerc
de Registro. =! rotulo acemas. cebera inciuir las leyendas “Usc
Vetennarc® y “Venta Saic prescriccion Médice Vetennaria™.
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v Folleto de informacion técnica: debe inciuir ios antecedenies

ciinicos y farmacologicos del producto. infcrmacion toxicoidgica,
precauciones de use. condiciones de almacenamiento v pericdo de
resquarda recomendada.

APROBACION DE SERIES

Ademas de la evaluacion realizada por el SAG. Semapesca confirmara que Ios
resuitados de Ia sene evaiuada se ajusten a ios parametres astaniecidos para el
producto que fue aprocado para i registro.
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. APROBACION DE IMPCRTACION SLABORACION, EXPENDIC Y USQ DE
PROBUCTOS SIN REGISTRO

Parz anaiisis de las solicitudes reiativas a productcs sin registro, se evaiuaran.
antre Ctros. 10s siguientes aspectes:

v LOS nesgos que representa ef usc del producto, considerando la
situacion sanitana del pais.

v 1z necssidad para ei sector de disponer dei producto farmaceutico
salicitado.

v" L3 seguridad dei producto para los animaies acuaticos en los cuales
sera adminisrace. :

v" Zi protocoic de ensave presemadc por el interesado. el cual debe ser
canerente con [0S objetives planteados v contener ai menas: Cantidad
de ejemplares sometidos ai ensayo v su especie, informacion reiativa a
la empresa. condicicnes de infraestructure v manejo sanitaric del
ssiablecimientc donde 3s realizara g expernencia. medice veternario
responsabie v duracion del ensaye.

=SI0S aspeclos se aeberan considerar [@nic care @S pruebas realizadas en
ferrenc como para los ensayos en condiciones controiadas.
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V. DEFINICIONES:

- Producto farmacsutico de Usoc exclusivamente Veterinario: Toda
sustancia naturai o sintética 0 mezcla ae ellas que, presentada bajo una
forma ‘armmaceutica determinads. esi@ destinada & ia prevencion,
diagnéstice. curacion. fratamiente v atenuacion de ias enfermedades de
ios animaies ¢ Sus sSiniomas. Se inciuyen €N Ssie Conceplo Ios
productos aesiinades & medicar los aiimentes. & esimuiar ef desarrollo
de los animaies. los destinados al empeilecimiento de ios mismos, los
desinfectantes de uso ambientai o de squipcs y todo oo producto que
utilizado en ios animales o su habitat. orotege. resiaura o modifica sus
funcicnes crganicas ¢ fisiologicas.

- Registro: Procedimiento destinado z verficar Iz caiidad. eficacia
inocuidad de un producic, Que consiste en la evaiuacion de sus
antecedentes v de st metodologia analitica cOMO 2DtC oara su Uso en
animaies y en su iNCOrporacian en un roi SSPecial coreiatve que
mantiene sl SAC.

- Etiqueta o Rétuic: Representacion grafica que inciuve ia ievenda que.
oficiaimente aprobada. se adhiere ¢ inscribe en &t envase C Prospecto
gue se inciuye gentro o acompafia al producte.

- Principio Activo: Sustancia © mezcia de susiancias qotaaas de sfecto
farmacologico  sspecificc. ¢ Dien.  gue sin pesesr  actividad
farmacoiogica. al ser zaministade &l organismo adquieren dicha
propiedad.

- Excipiente: Cuaiquier matenia prima utiiizaca en ia manufactura de los
productos farmaceutics de usc veternaric. eX xciuyenac los principios
3CUVes.

- Forma Farmaceutica: Sstado fisico ¢ forma en ia cual se presenta un
producto para faciiitar su fraccionamientc, dasificacion. administracion o
empieg.
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Nombre Geneérnico de un Producto: =s [@ denominacion aceptada
para éste por la Organizacion Mundial de la Salud baije los distintivos y
sigias “Denominaciones Comunes [ntemacionaies” o “Intemationai
Nonpropietary Names” C por farmacopeas cficiaimente reconocidas en
el pals.

Fecha de Expiracion: ~scna nasia ia cual el laboratono garantiza que
el progucto conserva su esiabiiiaac.

Productos Bioldgicos: Son agquelios cara cuya elaboracion se recurre
a sustancias originadas parcial ¢ totalmente en procesos biologicas. Se
Incluyen en este rubro ias vacunas. los sueros de crigen animai, los
antigencs, ios aiergencs. ics antibicticas. las hormonas vy ias enzimas.

Estabilidad: Mantencion de las sospecificaciones sefialadas vy
aceptadas en la moncgrafia de una forma farmaceutica que aseguran
identidad, potencia, caiiaac v purezz inaiterabies, desde su preparacion
nasia ia fecha e expiracion.

Estudio de Estabiildad: Conjunic de pruebas Y ensaycs & que se
somete un Droducto, €n Conaiciones pressiaplecidas v que permitira
pronosticar o esiablecer su Deroce des sricacia.

Estudios Farmacocinéticos: =nsayc © in vive® que mediante disefics
expenmentaies preesiaciecicos. permitan verficar g cineticz de los
Drocesos de absorcion. diswibucicn. metaboiismo v axcrecion de los
Drincipios activos v sus metapolitos.

Monografia: Descripcicn ecnica v cientifica de un preducte.

Potencia: Activicad terapeutica 4 un progucto para producir un efecie.
verificada cor ensaycs de iaborateric. ¢ por datos clinices controiaaes,
obtenidos z traves de iz administracion dei producto dentro de los
limites aceptadcs y vigentes para cadza unc de slles.
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Mamastcric == Leonomua.

Semapesca
D Servicro Nacroral ge Sesss

ANEXC 1

Reguisitos para la Evaluacion de Productos Farmacgéuticos de Uso en
Acuicultura

.- Antecedentes intemos Semapesca:

recna de Evaluacion:

N° de Registro SAG:

N°® de Campeta Semapesca:

Nompre del Zvaiuader

ll.- Individuaiizacion del Peticionaric:

‘= Titular o Representante Lagal:

» Director Técnico Laporatorio:

|» F=abricante o Comerciaiizador:
!

'=  Pais de Elaboracion: St

'=  Observaciones: e S & N
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iL.- Descripeion dei Producte:

= Nombre Geneérica:

= Nomore Comerciai:

* FQorma Farmacauiica:

» (Clasificacion Segun Uso:
= =specie Blanca:

= VYig de Administracion:

» Dosis/ Frecuencia:

= Duracion de Tratamienic:

» Periodo de Resguardc:

'3 inaicaciones de UsC:

' = Contraingicaciones:

L Interacciones con oires Proqucics:
* Precauciones de Usc:

i = Condiciones de Almacsnamienic:

s (Observacicnes:
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iV.- Antecedentes de ia Soiicitud:
1.- Antecedentes Quimicos:
e . e ;
| » =ormuia cuaii—cuantitative: |
|+ Requisitos de los ingredientes:
I . -
|» =armacopeas en las que son descritos:
'= Monografia de componentes: i
i Para productas tiolcgicas consigerar:
i Cera semilla virus / bacena
Linea ceiular i
2
i = Observaciones:
2.- Provectc de Rowiaac:
= Nombre Generico:
= Ncmore Comerciat:
* Forma farmacéuticz;

| = Contenidc:
= Composicion de ia Formuia:

s Vig de Administracion:

Padina & de 15
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iﬁ- Precauciones y Ccnrraindicaciones:
|» Condiciones de Almacenamiento y Conservacion:
i
t=  Nombre y Domicific del Laborateric Producter o del importadar: |
: x
'=  Fecha de Sxpiracion: |
f
i , . :
|* Numero de Registro SAG: .
!
?
i=  Clave de Fapricacion:
i = QObservaciones: Uso v Dosis segun Prescrccion Medico Vetennana v Venta bajo Receta
} Meédico Vetennana.
E

3.- Folleto ge informacion Tecnica:
‘= Antecedentes Clinicos:

* Antecedentss Farmacoigicaes:

* Antecedentes Toxicolégicas:

* Precaucicnes de Almacenamiento:
* Brecaucicnes de Usc:

* Periode de Resguardo:

= QObservaciones:
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4.- Periodo de Estabilidad:
|
|* Zswdios de Estabilidad:
. {Pare productes OICiGgICcTs. en vanas senes;
; » Observaciones:
5.- Ofras zvaiuaciones:
' 1
‘= Zvajuaciones de seguridad en condiciones controiagas

‘= Zvaiuaciones de segundad en condiciones de campoc
' Zswdios de inmuncgenicidad/ sficacia en condicicnes controladas
‘= Zswdios de Inmunogenicigad/ eficacia en condicicnes de campo

= QObservaciones:
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3.- Principios Actives:

~ARINT2] Agosto 2000

=standares de los Principios Actives:
=standares de las Cepas:

Observaciones:

7.- Controies de Caiidac

Conrrol ge Caligaa as: orogucta en proceso

Control de Calidad gei Sroducic Terminacc

8 - Metodoiogia Anaiitica / ae Proguccion:

9}
0
=1
n)
(@]

g |

Q
C)

UCICS DIOI0gICas censiaerar.

R

Sraparacion v tratamientc ce células de ongen y gnimal
reparacion v tratamientc 2 Virus siemora
reparacion v ratamientc ce hacreras siemors
cion de antigenas ce culfives virales
rOQUCCIAN de antigenacs ae tactenancs
Concentracian

\lezcias de Producte

0 U v
d ®

o

|
|
|
1

edfi £
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Q.- Periodes / Limites:

SARINT 2/Agoso 20001 g

‘s eriogos de Resguardc: z
!
‘= imite Maximo de Resicuos {LMR):
i
i»  ingesta Diaria Admisile (IDA): |
K |
: ‘ 1
' = Observaciones:
{
!
|
i
10.- Conservacion:
‘= Naturaieza vy contenidc dei envase: ;
i=  Zliminacion dei progucic sin utiiizar o aesecnos:
11.- Antecegentes ae Ctros Paises:
‘= Licencia ae Mandante =xtranierc:
S T e G ey |
i = Convenio de Fabricacién ¢ Distroucion:
.= Cenificado de Libre Vents / Registrc Sanitaric:
|

Pagina 13 de 15




=AR/NT 2/Agost 2000
183

i = Observaciones: {
| !
| |
'
f
) i
. i
. |
| | |
| |
| i
: !
V.- Ademas Para Productos Nuevos:
' = Monografia Clinica v ~anmacoicgica:
'* Antecegentes sobre Manufactura v Control de Calidac:
'» Sstudios Setectivos en Peces:
= Zstudios Seiectives en Otros Animaies:
'®  Estudios Fammacocinéticas:
‘= Estudios Toxicologicos:
| » Estudios Clinicas:
|
i»  Observaciones:
| |
| |
{
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V1.- Asociaciones de Medicamentos:

SARINT 2/Agoswe 2000

= Componentes ACtvoS:

+s  Dcsis de cada componente.
. Frecuencia de administracion v
» Duracion del tratzamiento

Vii.- Conclusiones y Observaciones Generaies

(81}
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FUNDACION PARA LA
INNOVACION AGRARIA
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Fig A. Primera etapa de separacién por HPLC en fase reversa de la fraccion organelo
de los hemocitos de Mytilus chilensis. El material contenido en la fraccién eluida con 40 %
de acetonitrilo (ACN) desde los cartuchos de SepPak plus C 18, fue cargado en una
columna LiChrospher RP —18 ( Merck) y eluida con un gradiente linear de 5 — 60 % de
acetonitrilo. La absorvancia fue monitoreada a 225 nm. Se colectaron cada dos minutos un
total de 45 fracciones que se les evalud la actividad antibacteriana en medio liquido sobre V.
anguillarum. La flecha indica la fraccion ( 23) que presento actividad antibacteriana.

B. Gel de Tris tricina / urea para visualizar los péptidos de bajo peso molecular
obtenidos en la primera etapa de purificacion. Se muestra el pérfil de péptidos obtenidos
desde la fraccion 19 a la 24. Es posible observar la presencia de péptidos de bajo peso
molecular que estan entre 8 y 4 k Da en varias de las fracciones colectadas.
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Fig. A. Segunda etapa de separacion por HPLC en fase reversa de la fraccion 23. El
contenido de la fraccién 23 fue cargado nuevamente en una columna C 18, pero esta vez se
aplicé un gradiente bifasico de acetonitrilo que consistié en un primer gradiente de 5- 20 %
durante 10 min y posteriormente un gradiente de 20 —40 % por 40 min. Se colectaron 25
fracciones cada dos minutos y se probé su actividad antibacteriana en medio liquido sobre
V. anguillarum. Se indica con una flecha la fraccién que presentd actividad antibacteriana
(19).

B. Gel de Tris tricina / urea para visualizar los péptidos de bajo peso molecular
obtenidos desde la fraccion 23. Se muestra el pérfil de péptidos obtenidos desde la
fraccion 16 a la 21. Es posible observar la presencia de un péptido de bajo peso molecular
de 6,5 kDa aproximadamente.
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