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RESUMEN

En afos recientes, el surgimiento de cepas bacterianas con resistencia multiple a antibiéticos ha
alertado a los programas de monitoreo epidemiolégico. En respuesta, se ha incentivado el
desarrollo de programas para la obtencion de nuevos agentes de control. Las defensinas de
plantas tienen el potencial para ser utilizadas en tratamientos que puedan ayudar al control de
agentes infecciosos. No obstante, la transicion de ensayos preliminares in vitro a ensayos clinicos
es muy baja. Entre los principales obstaculos se encuentra la falta de informacién sobre sus
mecanismos de accion. En la Ultima década, el andlisis de estructuras cuaternarias de complejos
defensina-lipido, ha permitido la identificacion de determinantes estructurales en las
interacciones proteina-proteina y proteina-lipido, y su papel en la actividad antimicrobiana a
través de ensayos de estructura-funcion. Paralelamente, diferentes modos de accién
antibacterianos o antifingicos han sido reportados, y la mayoria involucra la interaccion entre
defensinas y ligandos lipidicos, por lo que el andlisis estructural es también necesario para
entender como estos péptidos matan a bacterias y hongos. En este trabajo, se disefaron tres
mutantes con cambios en motivos localizados en el N-terminal, C-terminal y en el y-core de la
defensina J1-1. Se observaron perfiles de unién a lipidos diferentes en cada mutante en
comparacion con el perfil de union de J1-1. Ademas, se determiné la actividad antibacteriana de
la mutante J1-1_K45E en términos de concentracion minima inhibitoria y unidades formadoras
de colonias de Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus. En comparacién con J1-1,
la cual fue previamente obtenida de manera recombinante en el grupo de trabajo, J1-1 KA45E
despleg6 una mejor actividad sobre P. aeruginosa y adicionalmente mostrd actividad sobre S.
aureus. Ademas de la actividad antibacteriana se observaron cambios en los perfiles de
oligomerizacion de J1-1 y J1-1 _K45E en presencia o ausencia de PA o NaCl. Con los datos
obtenidos de los distintos andlisis realizados en este trabajo, se concluy6 que tanto en J1-1 como
en J1-1_KA45E, el residuo en la posicién 45 participa en la selectividad de unién a fosfolipidos in

vitro, y en su actividad antibacteriana sobre las cepas evaluadas.




ABSTRACT

In recent years, the emergence of bacterial strains with multiple resistance to antibiotics has
alerted epidemiological monitoring programs. In response, the development of programs to obtain
new control agents has been encouraged. Plant defensins have the potential to be used in
treatments that can help control infectious agents. However, the transition from preliminary in vitro
trials to clinical trials is very low. Among the main obstacles is the lack of information about its
mechanisms of action. In the last decade, the analysis of quaternary structures of defensin-lipid
complexes has allowed the identification of structural determinants in protein-protein and protein-
lipid interactions, and their role in antimicrobial activity through structure-function assays. In
parallel, different antibacterial or antifungal modes of action have been reported, and most involve
the interaction between defensins and lipid ligands, so structural analysis is also necessary to
understand how these peptides kill bacteria and fungi. In this work, three mutants were designed
with changes in motifs located in the N-terminal, C-terminal and in the y-core of defensin J1-1.
Different lipid binding profiles were observed in each mutant compared to the binding profile of
J1-1. Furthermore, the antibacterial activity of the J1-1 K45E mutant was determined in terms of
minimum inhibitory concentration and colony-forming units of Pseudomonas aeruginosa and
Staphylococcus aureus. Compared to J1-1, which was previously obtained recombinantly in the
working group, J1-1_KA45E displayed better activity on P. aeruginosa and also showed activity on
S. aureus. In addition to the antibacterial activity, changes in the oligomerization profiles of J1-1
and J1-1_KA45E were observed in the presence or absence of PA or NaCl. With the data obtained
from the different analyzes carried out in this work, it was concluded that in both J1-1 and J1-
1 _KA45E the residue in position 45 participates in the selectivity of binding to phospholipids in vitro,

and in its antibacterial activity on the strains evaluated.
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Plantas y microorganismos fitopatégenos han coexistido a lo largo del tiempo; derivado de la
interaccion y la evolucién, estos organismos han desarrollado mecanismos que les permiten
prevalecer en la interaccién. Por un lado, los microorganismo patégenos deben de ser capaces
de evadir las barreras fisicas y los mecanismos moleculares de defensa de las plantas con el
objetivo de cumplir con su ciclo infecto-reproductivo (Jones y Dangl, 2006). En contraste, las
plantas deben defenderse en contra de una amplia variedad de microorganismos fitopatégenos
gue las amenazan constantemente y que pueden afectar su fisiologia y generar dafios
irreversibles. Las plantas pueden adaptar multiples estrategias que les permiten encarar y
subsistir ante la presencia de agentes causantes de estrés bidtico y abibtico, entre dichas
estrategias, se encuentran las barreras fisicas y la expresion de genes, asi como la produccién
de metabolitos (fitoanticipinas o fitoalexinas) o proteinas como los PRR (por sus siglas en inglés,
Pathogen Recognition Receptor), PR (por sus siglas en inglés, Pathogenesis Related Proteins)
y R (Resistance Genes). En general, el objetivo de estas proteinas es ayudar en la defensa de
la planta a través de la deteccion del microorganismo invasor, y la subsecuente respuesta

especifica para detenerlo o eliminarlo (Nguyen et al., 2021).

En el Centro de Investigacién Cientifica de Yucatan A. C., se genera conocimiento a nivel
bioguimico y molecular de mecanismos asociados a estrés bibtico y abidtico en una variedad de
modelos vegetales para entender y buscar soluciones a problemas que afecten el rendimiento
vegetal. Uno de los modelos de estudio es la especie Capsicum chinense o mejor conocida como
chile habanero. Esta especie, es de gran importancia para la peninsula de Yucatan desde varios
aspectos como el histérico, social, cultural y el econémico (Ramirez-Meraz et al., 2024). Debido
a las caracteristicas organolépticas, nutricionales y terapéuticas del fruto, su uso se ha
diversificado en la industria quimica, alimentaria y farmacéutica. A propdésito de las bondades
terapéuticas del fruto, Chichewicz y Thorpe (1996), demostraron la actividad de extractos cocidos
de chile habanero y otras especies del género Capsicum ante una variedad de 15 especies de

bacterias y una especie de levadura.

Adicionalmente, entre la amplia variedad de moléculas producidas por las plantas en condiciones
de estrés abidtico o bidtico, se encuentran las defensinas, las cuales forman parte de la gran
familia de péptidos antimicrobianos o AMPs, de Anti-Microbial Peptides (Tam et al., 2015). El
reino vegetal es un reservorio natural de compuestos con amplia variedad de actividades

bioldgicas, no obstante, algunas moléculas que presentan actividad antimicrobiana, generan un
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particular interés, debido a la necesidad actual de encontrar nuevos agentes con mayor
efectividad para su potencial uso en el tratamiento de enfermedades generadas por
microorganismos patdgenos resistentes a los antibiéticos. Entre las moléculas que cumplen con
dichos requerimientos, se encuentran las defensinas de plantas. Las defensinas de plantas, son
péptidos catidnicos, ricos en cisteinas, conformados por 45-54 aminoacidos, con algunas
excepciones como la defensina bidominio MtDef5 (107 aminoéacidos). Desafortunadamente, la
falta de conocimiento acerca de sus respectivos modos de accién, limita su potencial uso como

agentes antimicrobianos (Greco et al., 2020; Xu y Lu, 2020).

J1-1 es una defensina de 48 aminoacidos expresada en Capsicum annumm. Su actividad
antifingica en Fusarium oxysporum y Botrytis cinerea fue caracterizada previamente (Meyer et
al.,, 1996); en plantas genéticamente modificadas de Capsicum annumm, su sobreexpresion
redujo el dafio en frutos asociado a Colletotrichum gloeosporioides, mientras que el péptido
recombinante fusionado a GST (GST-J1-1) inhibi6 in vitro la formacion de apresorios de C.
gloeosporioides (Seo et al., 2014). Por otra parte, la sobreexpresion tejido-especifica de J1-1 en
tabaco, anul6 los sintomas asociados y el crecimiento de hifas de Phytophthora parasitica y
Pythium aphanidermatum, en paralelo, GST-J1-1 recombinante inhibié in vitro el crecimiento de
ambos microorganismos (Lee et al., 2018). En nuestro grupo de trabajo, la secuencia codificante
para el péptido maduro de J1-1, amplificado a partir de ADN gendémico de Capsicum chinense
se clond y se obtuvo de forma recombinante fusionado a una etiqueta de histidinas (6His-J1-1),
en ensayos in vitro, se caracterizé su perfil de unién a fosfolipidos donde la unién mas fuerte fue
hacia 4cido fosfatidico (PA), ademas el péptido denominado HisXarJ1-1 mostré actividad contra

Pseudomonas aeruginosa (Guillén-Chable et al., 2017).

En el presente trabajo, se generaron un grupo de defensinas mutantes derivadas del péptido J1-
1, la mutante (J1-1_K45E) cuyo constructo fue obtenido previamente en el grupo de
investigacion, fue incluida. Las mutantes de la defensina J1-1 denominadas J1-1_KTE
(Modificacién en el N-terminal), J1-1_DEF4 (Modificacion en la region del y-core) y J1-1_K45E
(Modificacion en el C-terminal), se disefiaron con base en el andlisis de las estructuras reportadas
por cristalografia de rayos X de complejos oligoméricos defensina-lipido de solanaceas como
NaD1-PA, NsD7-PA y NaD1-PIP; (Jarva et al., 2017, 2018; Kvansakul et al., 2016; Poon et al.,
2014). Mediante la metodologia previamente establecida en el grupo de trabajo, se realizé la
expresion y se purificaron las proteinas recombinantes a partir de cuerpos de inclusién en los
casos de J1-1y J1-1 KA45E. Las defensinas mutantes J1-1_KTE y J1-1_DEF4, fueron purificadas

a partir de la fraccion soluble por cromatografia de afinidad a niquel. Particularmente, la defensina

2



INTRODUCCION

modificada en el extremo C-terminal de J1-1, con un cambio de la lisina 45 por glutamato (K por
E) presenté un perfil de oligomerizacion distinto a J1-1, el cambio generado modificé su
selectividad a fosfolipidos y su actividad antibacteriana. Los datos experimentales obtenidos en
este trabajo, permitieron la identificacion de nuevas determinantes estructurales en J1-1 que
participan en la modificacion del reconocimiento a fosfolipidos y en la modulacion de su actividad

antibacteriana contra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas.
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ANTECEDENTES

1.1. MECANISMOS DE DEFENSA EN PLANTAS

Los microorganismos fitopatdbgenos son agentes biolégicos que afectan la fisiologia de las
plantas provocandoles enfermedades que pueden llevarlas incluso a la muerte. Este suceso es
preocupante, pero aun mas cuando el fendmeno se presenta en cultivos de interés agronémico,
pues reducen su calidad y produccion provocando la disminucion de la disponibilidad de dichos
productos para los consumidores finales, amenazando asi a nuestra soberania alimentaria.
Como organismos sésiles, las plantas no pueden desplazarse fisicamente de un lugar a otro y
con ello evitar el ataque de ciertos microorganismos, no obstante, evolutivamente han generado
estructuras y mecanismos que les permiten defenderse en contra de los fitopatégenos. Entre los
mecanismos de defensa generados, se encuentran los constitutivos, donde podemos encontrar
a la pared celular, la cual no solo proporciona cuerpo y soporte, sino ademas actlia como barrera
contra estrés bidtico y abidtico (Malinovsky et al., 2014). Adicionalmente otras estructuras y
moléculas juegan un papel importante en la proteccién contra microorganismos patégenos, como
son la cuticula, tricomas, callosa, compuestos fendélicos, compuestos organicos volatiles, AMPs,
etc., (Maurya, 2020; Pacheco-Cano et al., 2020; Malinovsky et al., 2014). Por otra parte, se
encuentran los mecanismos de defensa inducidos, descritos por (Jones y Dangl, 2006) en
respuesta al ataque de microorganismos o agentes fitopatdégenos. El modelo descrito por Jones
y Dangl es conocido como el modelo del “Zig-Zag”, y describe cuatro fases involucrando dos
niveles de accién: la inmunidad disparada por PAMP o PTI (por sus siglas en inglés, PAMP-
triggered immunity) y la inmunidad disparada por efectores o ETI (por sus siglas en inglés,
Effector-triggered immunity). De maneral general, en la fase 1 los patrones moleculares
asociados a patdégenos o PAMPs (por sus siglas en inglés, Pathogen-associated molecular
patterns) son reconocidos por los receptores de reconocimiento de patrones o PRRs (por sus
siglas en inglés, Pattern-recognition receptors), lo cual resulta en una PTI, accion que puede
detener la colonizacién del hospedero. En la fase 2, los patdgenos adaptados evolutivamente
producen efectores que contribuyen a la virulencia y patogenicidad, dichos efectores, pueden
apagar o bloguear a la PTI ocasionando asi una susceptibilidad disparada por efector o ETS (por
sus siglas en inglés, Effector-triggered susceptibility). En la fase 3, el efector es especificamente
reconocido por proteinas con repeticiones ricas en leucina de union a nucleétido o NB-LRR (por

sus siglas en inglés, Nucleotide-binding leucine-rich repeat), lo cual genera una ETI que resulta
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en resistencia a la enfermedad y usualmente se manifiesta en forma de la respuesta
hipersensible o HR (por sus siglas en inglés, Hypersensitive Response) en el sitio de infeccion.
En la fase 4, la evolucion ha dado lugar a que los patdgenos eviten la ETI a través de la
diversificacion o modificacion de los efectores previamente reconocidos, o adquiriendo efectores
adicionales que supriman la ETI. La misma seleccién natural permite que surjan nuevos genes
tipo NB-LRR de modo que la ETI puede ser generada nuevamente (Figura 1.1) (Jones y Dangl,
2006).

Alto PTI ETS ETI ETS ETI
A A
Umbral para HR
'S B B N e g0 | T
©
©T
8 Efectores
ko] Fase 4 AvI-R
2 °
E‘ Q0 00
SOl B . W I W
NB-LRR Umbral para resistencia
o Fase3 efectiva
ajo

0 PAMPS

Figura 1.1. Modelo Zig-Zag. En la fase 1, los PRRs de las plantas detectan los PAMPs de los patdégenos
y encienden la PTI. En la fase 2, los patdgenos generan efectores que interfieren con la PTI, lo cual resulta
en ETS. En la fase 3, un efector (rojo) es reconocido por una proteina tipo NB-LRR, activando asi la ETI.
En la fase 4, algunos patégenos generan variantes de efectores o nuevos efectores, para bloquear la ETI.
Durante el proceso evolutivo de la interaccién, las plantas produciran nuevas proteinas NB-LRR que

reconozcan al efector modificado o nuevo, activando de nuevo la ETI. Modificado de Jones y Dangl, (2006).

1.2. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA EN EXTRACTOS VEGETALES

El reino vegetal, es un reservorio natural de compuestos con amplia variedad de actividades
biologicas, de entre ellos, las moléculas con actividad antimicrobiana han generado profundo
interés dada la busqueda de nuevos y efectivos métodos de control contra patégenos de plantas,
animales y humanos. Las afectaciones en agricultura estan bien documentadas, por ejemplo, los
microorganismos patégenos de plantas generan mermas de mas del 30% de los cultivos previo
o después de la cosecha, lo cual causa pérdidas econ6micas y mas alarmante aun, menor

produccion de alimentos (Jones et al., 2016).
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Los primeros conocimientos en herbolaria y el potencial medicinal de algunas plantas, proviene
de documentos antiguos, lo cual es parte de la riqueza cultural e histérica, obra de pueblos
indigenas alrededor del mundo, quienes usaron plantas como fuente de agentes medicinales

para curar muchos de sus padecimientos (Cichewicz y Thorpe, 1996).

Histéricamente, el modo de tratar las infecciones cambié a partir del descubrimiento de la
penicilina en septiembre de 1928 por Sir Alexander Fleming (Aminov, 2010). Desde entonces
una gran cantidad de antibiéticos fueron descubiertos (Etebu y Arikekpar, 2016), iniciando con
ello la denominada “era dorada de los antibidticos”, periodo comprendido entre 1930 y 1970
(Aslam et al., 2018; Aminov, 2010). Gran parte de los antibiticos existentes y usados
actualmente para el tratamiento de enfermedades infecciosas, fueron descubiertos en el periodo
de la era dorada de los antibidticos. Contrario a toda l6gica que indicaria la existencia de un
amplio arsenal de antibioticos, resulta una realidad totalmente diferente, pues la necesidad de
obtener nuevos antibiéticos es urgente (Wyatt, 2019; Aslam et al., 2018; Tacconelli et al., 2018).

Desde el punto de vista farmacolégico el nimero de plantas explorado atn es muy pequefio. Se
estima que en el planeta, existen alrededor de 265,000 especies con flores, de las cuales menos
de la mitad del 1% han sido analizadas a nivel de composicion quimica y valor medicinal (Cox,
1994). Por otra parte, las infecciones microbianas causadas por bacterias multirresistentes a
antibioticos, siguen siendo causas importantes de mortalidad y morbilidad en humanos (Wyatt,
2019).

En paralelo al descubrimiento y caracterizacion de antibiéticos, un gran niamero de trabajos
fueron publicados describiendo actividad antimicrobiana en extractos de plantas, plantas cuyos
origenes se ubican en diversas regiones del mundo (Penecilla y Magno, 2011; Soetarno et al.,
1997; Cichewicz y Thorpe, 1996; Caceres et al., 1991; Mitscher et al., 1980; Abdou et al., 1972;
Al-Delaimy y Ali, 1970; MacDonald y Bishop, 1953; Lucas et al., 1951; Bushnell et al., 1950;
Gottshall y Lucas, 1949). Cichewicz y Thorpe, (1996) demostraron la actividad antimicrobiana
de extractos cocidos y crudos de Capsicum annuum, Capsicum baccatum, Capsicum chinense,
Capsicum frutescens y Capsicum pubescens contra 15 especies de bacterias y una especie de
levadura; por otra parte Soetarno et al. (1997) demostraron la actividad antimicrobiana de
extractos de Capsicum frutescens, y dos especies de Capsicum annuum en contra de bacterias
Gram-positivas (G+), Gram-negativas (G-) y hongos. De acuerdo a los autores, la actividad de
los extractos fue similar en términos de actividad antimicrobiana, aunque sus niveles de

capsaicina fueron diferentes. Un andlisis de cromatografia de capa fina confirmé que la
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capsaicina fue el principal agente antimicrobiano, no obstante, dos componentes de naturaleza
no polar fueron también identificados y propuestos como los responsables de la actividad

antimicrobiana sobre Pseudomonas aeruginosa.

En otro trabajo se caracterizaron 12 extractos de plantas usadas en la medicina tradicional
filipina. En busqueda de actividad antimicrobiana, los extractos se probaron contra cepas de
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa, diez de
los 12 extractos inhibieron el crecimiento de S. aureus, E. coliy P. aeruginosa (Penecillay Magno,
2011). Actualmente, los avances en las diversas técnicas de analisis bioinformético, bioquimica,
biologia molecular y biotecnologia, han hecho posible identificar, clasificar, obtener y caracterizar
una gran variedad de moléculas de origen vegetal con potencial uso clinico, veterinario o

agronomico (Wei et al., 2019; Ramada et al., 2017).

1.3. PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS DE PLANTAS

Los péptidos antimicrobianos, se encuentran distribuidos en todos los dominios de la vida (Tam
et al., 2015; Pushpanathan et al., 2013). Generalmente, los AMPs de plantas presentan
propiedades como antibiéticos, similares a AMPs de microbios, insectos y animales (Tam et al.,
2015). Entre las caracteristicas comunes se encuentran: sus estructuras tridimensionales, que
contienen una mayor cantidad de aminoacidos con carga positiva y su naturaleza anfipatica.
Estas caracteristicas son importantes para su actividad como antifingicos, antivirales y
antibacterianos. Los AMPs de plantas, son ricos en residuos de cisteina, por lo que forman
multiples enlaces disulfuro, caracteristica que les confiere estabilidad quimica, térmica y
proteolitica. La clasificacion de los miembros de esta familia se basa en la similitud de secuencia,
namero y posicion de los residuos de cisteina que determinan los patrones de enlaces disulfuro
y su estructura tridimensional. AUn con estas caracteristicas comunes es posible encontrar
distintas estructuras tridimensionales, los motivos estructurales de los péptidos antimicrobianos
de plantas, son: plegamiento gama (B1-a1-a2-p2-coil), plegamiento CSaB (B1-coil-a-p2-B3),
péptidos ricos en glicina y cisteinas con B-plegadas centrales y hélices cortas, 3-plegadas cortas
y hélices (knot cisteina), cavidad hidrofébica (a1-a2-a3-a4-hélice), plegamiento a1-giro-a2 y a-
hélices para tioninas, defensinas, heveinas, knottins, proteinas de transferencia de lipidos, a-

hairpinin y snakinas respectivamente (Figura 1.2) (Tam et al., 2015).
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Figura 1.2. Estructuras tridimensionales de péptidos antimicrobianos de plantas. A) Tioninas, B)
defensinas, C) péptidos tipo heveina, D) péptidos tipo knottin, E) proteinas de transferencia de lipidos, F)
péptidos a-hairpinin y G) snakinas. Cédigo de color: en rojo, hojas B y en azul a-hélices. Codigos PDB: A)
1AB1, B) 4AAZ, C) 1Q9B, D) 5GSF, E) 1BWO, F) 2NB2 y G) 5E5Q.

1.3.1. Mecanismo general de accion de los AMPs

La expresion de los AMPs de plantas es constitutiva o inducida, y a menudo especifica de algun
tejido (Pothana et al., 2019; Tam et al., 2015). Los mecanismos generales mediante los cuales
los AMPs ejercen su actividad, se pueden clasificar en dos principales: 1) los que afectan a
membranas de las células blanco, donde inducen la lisis o dafio celular debido a la disrupcion de
la membranay; 2) los que principalmente afectan a procesos intracelulares donde pueden inhibir
la sintesis de acidos nucleicos, proteinas, procesos enzimaticos esenciales o la sintesis de otras
proteinas (Erdem Buytukkiraz y Kesmen, 2022; Tam et al., 2015; Pushpanathan et al., 2013; Lobo
et al., 2007; Brogden, 2005). Los mecanismos propuestos para la disrupcion de las membranas
plasmaticas por AMPs, pueden clasificarse en mecanismos independientes de energia (Modelo
de barril, poro toroidal y carpeta) o dependientes de energia (micropinocitosis, endocitosis)
(Pushpanathan et al., 2013) (Figura 1.3).
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Figura 1.3. Mecanismos de permeabilizacion de membranas de AMPs. A) Modelo barril; B) Modelo

carpeta; C) Modelo toroide; D) Macropinocitosis. Adaptado y modificado de Brogden, (2005).

Ademas de inducir la disrupcion de la membrana lipidica, los AMPs pueden formar estructuras
en la membrana similares a canales iénicos, mismas que pueden inducir la liberacion de iones
(e.g., K" lo que resulta en la inhibicién del crecimiento celular o muerte celular (Tam et al., 2015).
También se ha observado que los AMPs pueden despolarizar la membrana interna y reducir la
concentracion de ATP citosdlico (Brogden, 2005). En uno de los reportes mas recientes de
mecanismos de entrada para una defensina vegetal, se demostré que NaD1 (defensina de
Nicotiana alata) es internalizada después de su interaccion con componentes de la membrana

de Candida albicans por endocitosis (Hayes et al., 2018).

1.4. DEFENSINAS DE PLANTAS

Las defensinas de plantas forman parte de la superfamilia de los AMPs. Estos péptidos se
caracterizan por su naturaleza cationica, poseen de 8 a 10 residuos de cisteinas y estan
conformados por 45 a 54 aminoacidos. Estructuralmente, se les relaciona con defensinas de
mamiferos, de insectos y de hongos (van der Weerden y Anderson, 2013; Carvalho y Gomes,
2009). Sus pesos moleculares van de entre los 5 a los 7 kDa, y su estructura tridimensional

consiste de un plegamiento tipo CSap (alfa-beta estabilizado por cisteinas), caracterizado por
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una a-hélice y tres hojas B antiparalelas (Figura 1.4) (Ishaq et al., 2019). De acuerdo a Kerenga
et al. (2019) dicho plegamiento CSap le proporciona estabilidad a la molécula en condiciones de
pH extremo, temperaturas elevadas y en presencia de proteasas, ademas, este plegamiento esta
estrechamente relacionado con péptidos que muestran actividad antimicrobiana (Carvalho y
Gomes, 2009).

MtDef4

y-core

Figura 1.4. Interaccion MtDef4 vs membrana plasmatica. N, region amino terminal de MtDef4; C, region
carboxilo terminal de MtDef4; GxCxs-9C, region correspondiente al y-core, donde X puede ser cualquier
aminoacido; parte inferior, membrana plasmética. Modificado de Radhajeyalakshmi et al. (2020).

Las cisteinas en las defensinas de plantas se encuentran conservadas (ocho cisteinas, siendo
PhD1 y PhD2 las excepciones con diez residuos), estos residuos forman de cuatro a cinco
enlaces disulfuro, con el siguiente orden descrito: Cys1-Cys8, Cys2-Cys5, Cys3-Cys6 y Cys4-
Cys7 (Ishag et al., 2019). Respecto a las defensinas de plantas con cinco enlaces disulfuro, se
conoce que el enlace extra no influye en la estructura tridimensional (Ishaq et al., 2019). Ademas,
de los ocho residuos de cisteina conservados, en defensinas de plantas, lo que representa un
17% de identidad de secuencia (Francisco y Georgina, 2017) considerando un péptido de 47
residuos, las defensinas muestran un porcentaje de identidad bajo. De acuerdo a Kovaleva et al.
(2020), la identidad en las secuencias de amino &cidos de las defensinas varia entre menos del
35% a mas de 90%, no obstante, los estudios por RMN y cristalografia de rayos X revelan una

estructura 3D conservada (Li et al., 2019; van der Weerden y Anderson, 2013).
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De acuerdo a Pinheiro-Aguiar et al. (2020), tanto los enlaces disulfuro como las interacciones
polares, son las principales fuerzas que confieren la estabilidad del motivo CSap, y con ello se
generan las condiciones para la exposicion de residuos hidrofdbicos, los cuales forman los
agrupamientos hidrofébicos/hidrofilicos caracteristicos de los AMPs. Se conoce que las proteinas
globulares, poseen nucleos hidrofébicos que les permiten manejar las similitudes
conformacionales. En el caso de las defensinas de plantas el motivo CSaf3, no posee un nucleo
hidrofébico, no obstante, los autores del citado trabajo proponen que la exposicion de residuos
hidrofébicos dispuestos en agrupamientos, forman nucleos hidrofébicos localizados. La
importancia de esto radica en su localizacion dentro de las asas de la defensina, pues se ha
descrito que las asas, ademas de mostrar mayor variabilidad, contribuyen a la especificidad con
sus respectivos ligandos (Pinheiro-Aguiar et al., 2020).

1.4.1. Origen del estudio de las defensinas de plantas

El origen del estudio de las defensinas de plantas se remonta hacia los afios 90°s cuando una
gran cantidad de péptidos antimicrobianos ricos en cisteinas fueron identificados. El primer
reporte de defensinas se hizo a partir del estudio de semillas de trigo (Triticum turgidum) y cebada
(Hordeum vulgare) (Ishaq et al.,, 2019; Mendez et al., 1990). Inicialmente las defensinas de
plantas fueron clasificadas como “tioninas”, especificamente como “y-tioninas”, debido a su gran
parecido en secuencia de aminoacidos, tamafio y el nimero de cisteinas (Cools et al., 2017,
Carvalho y Gomes, 2009; Mendez et al., 1990). Sin embargo, estudios posteriores revelaron
diferencias significativas respecto al patron de conformacion de los enlaces disulfuro, esto
demostré que no habia relacidon alguna entre las tioninas y las recién denominadas “y-tioninas”
(Cools et al., 2017; Carvalho y Gomes, 2009; Bruix et al., 1995). Fue en el trabajo reportado por
Terras et al. (1995) donde después de una caracterizacion que incluyé la evaluacion de la
similitud estructural y funcional con péptidos antimicrobianos identificados en mamiferos e
insectos (defensinas), cuando se propuso renombrar a las y-tioninas como “defensinas de
plantas”. En la figura 1.5, se muestran algunos de los acontecimientos mas relevantes en el area
de investigacién con defensinas de plantas, que van desde el aislamiento de las primeras
defensinas en la década de los 90, hasta la caracterizacion de estructuras cristalograficas y la

elucidacion de posibles mecanismos de accion.
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Figura 1.5. Evolucidn en el tiempo de la investigacion en el area de defensinas de plantas.

1.4.2. Modos de accién generales de defensinas de plantas

De acuerdo a Ishaq et al. (2019), las defensinas de plantas actian siguiendo el modelo carpeta
y el modelo poro. A continuacién, se explica cada uno de ellos: -i) Modelo carpeta, en este modelo
los péptidos se acumulan en diversos sitios de la superficie de la bicapa lipidica, a donde llegan
debido a la atraccidn electrostatica entre los péptidos con carga catidnica y las cabezas aniénicas
de los fosfolipidos de la membrana. En concentraciones altas de péptido, la membrana es
abruptamente lisada en una manera similar al efecto de los detergentes, incluso dando lugar a
la formacion de micelas. -ii) Modelo poro, describe la insercion de las a-hélices en las
membranas, donde posteriormente provoca que las monocapas lipidicas, se doblen
continuamente a través de una especie de poro-toroide que se forma en la membrana donde la
parte polar del poro (cabezas de los lipidos), se encuentra en contacto y alineada con los motivos
polares del péptido (Erdem Buytkkiraz y Kesmen, 2022; Ishaq et al., 2019; Sher Khan et al.,

2019).

De acuerdo a ambos modelos, las defensinas interactian con lipidos presentes en la membrana
celular de los hongos patégenos (esfingolipidos y fosfolipidos, Cools et al., 2017), accién que
induce la permeabilizacion o liberacion de contenido intracelular y su posterior necrosis (Ishaq et
al., 2019; Sher Khan et al., 2019). No obstante, algunos reportes proponen un mecanismo

alternativo que consiste en la translocacion de las defensinas al citosol sin causar dafio en la
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membrana de los patdgenos (Ishaq et al., 2019). Dicha hip6tesis, menciona que una vez en el
citosol, las defensinas generan permeabilidad elevada de iones en consecuencia de la
interaccion directa con los fosfolipidos de la membrana interna, lo cual se refleja en el incremento
de la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y en la induccion de la apoptosis (Ishaq
et al., 2019). Actualmente, ademas de los lipidos, se han descrito componentes citosolicos que

son blancos de las defensinas de plantas (Velivelli et al., 2018; Islam et al., 2017).

1.4.2.1. Mecanismos de accion antifingicos e internalizacién

Los modos de accion generales, no describen las particularidades observadas para ciertas
defensinas con actividad antifingica, donde el modo de accion puede ser mas complejo que solo
la permeabilizaciéon de la membrana, y donde, ademas, las variantes estructurales de los
péptidos suelen participar en la actividad biolégica. Por ejemplo, Sagaram et al. (2013)
caracterizaron la actividad antifangica de MtDef4 de Medicago truncatula en Fusarium
graminearum donde observaron que MtDef4 permeabiliza la membrana flungica, y al hacerlo se
acumula en el citosol. Los estudios de la relacién estructura-funciéon de MtDef4, indican que el y-
core, definido como la asa entre la lamina B2 y B3 (RGFRRR) es necesario para que MtDef4 se
una a PA in vitro, y para que el péptido sea capaz de permeabilizar la membrana y con ello,
ejercer su actividad antifingica. EI-Mounadi et al. (2016), propusieron mecanismos de accion
diferentes de la internalizaciéon de MtDef4 en Neurospora crassa y F. graminearum. MtDef4
inhibi6 el crecimiento de N. crassa y F. graminearum a 0.4 uM y 6 uM respectivamente. La
permeabilizacion de las membranas de ambos hongos fue evaluada utilizando las mismas
concentraciones de MtDef4, se observd permeabilizacion en F. graminearum, pero no en N.
crassa, por lo que se determiné que, aunque MtDef4 puede translocarse al interior de ambas
células, este lo hace de manera distinta siguiendo un mecanismo parcialmente dependiente de
energia en F. graminearum y un mecanismo dependiente de energia para N. crassa

(endocitosis).

Por otra parte Vriens et al. (2016) determinaron que la defensina de Arabidopsis thaliana
AtPDF2.3, tiene una MIC de 1.4 uM en Fusarium graminearum. El andlisis in silico determiné la
presencia de una firma caracteristica y presente en toxinas de escorpion, debido a esto, se
determind la actividad inhibitoria de AtPDF2.3 sobre canales i6nicos. AtPDF2.3 bloquea
fisicamente los canales de potasio Kvl.2 y Kv1.6. Es interesante que la actividad sobre los
canales de potasio, no correlaciona con su actividad inhibitoria sobre F. graminearum, hecho que

se observo tras contrastar los efectos de AtPDF2.3 WT y algunas mutantes.
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Una de las defensinas mas estudiadas es NaD1 de Nicotiana alata, Hayes et al. (2018) estudiaron
el mecanismo mediante el cual NaD1 entra a células de Candida albicans utilizando ensayos
curso temporales con NaD1 acoplada a un fluoréforo (BODIPY). NaD1 se acumula inicialmente
en la superficie celular, donde permanece por un promedio de 4 minutos, posteriormente, NaD1
se localiza en la periferia del citoplasma y después de 0.67 minutos se observa en todo el
citoplasma, de forma paralela, se detectdé que para este momento los organelos habian

comenzado a desintegrarse.

En ese trabajo también se utiliz6 un desacoplador de la fosforilacion oxidativa (CCCP) para
evaluar si la entrada de NaD1 era o no dependiente de energia. Se observé disminucion de la
internalizacién de NaD1 en células de C. albicans, por lo que se concluy6é que el proceso de
internalizacién al citoplasma era dependiente de energia, siguiendo este resultado, también se
evalug si la endocitosis era el mecanismo de internalizacién de NaD1, por lo que células fueron
tratadas con Latrunculina A, la cual bloguea la polimerizaciéon de actina a filamentos, un paso

gue es critico para la endocitosis en levaduras (Hayes et al., 2018).

Los resultados sugirieron que la endocitosis es el mecanismo principal, pero no el tnico por el
gue NaDl1 entra a la célula dado que el tratamiento con Latrunculina A, no protegié a las células
de la toxicidad generada por NaD1. En ese sentido, se discutié que, a concentraciones mayores
a 3.5 uM de NaD1 ocurre endocitosis, a una concentracion suficiente para generar dafio celular,
por otra parte, al usar concentraciones altas de proteinas, se pudo haber dafiado directamente
la membrana ocasionando asi la disrupcion transitoria de la bicapa lipidica, efecto que permitio
la entrada de NaD1 al citoplasma. Ademas, el desplazamiento de NaD1 a través de la célula
parece no ser dependiente del sistema endosomal interno, tal como se demostré con el uso del
nocodazol y la delecién de componentes del sistema ESCRT (Endosomal Sorting Complexes
Required for Transport) para alterar la sensibilidad a NaD1. Finalmente, NaD1 parece no
asociarse a ningun organelo, en lugar de ello, se difunde a través de todo el citoplasma (Hayes
et al., 2018).

1.4.2.2. Mecanismos de accion antibacterianos de defensinas de plantas

La actividad antibacteriana de defensinas de plantas genera mucho interés principalmente
cuando el efecto es descrito sobre bacterias patdgenas de plantas y animales. Curiosamente,
aungue existe una cantidad importante de trabajos describiendo dicha actividad, pocos son los

reportes que describen sus modos de accién (Velivelli et al., 2018). En la actualidad, existe una
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creciente necesidad de obtener agentes que ayuden en el control de enfermedades infecciosas
causadas por bacterias (Aslam et al., 2018), por lo que profundizar en la caracterizacién de sus

modos de accidn se esta convirtiendo en un tema de investigacién cada vez mas importante.

Velivelli et al. (2018), caracterizaron la actividad antibacteriana de la defensina MtDef5 y sus dos
dominios (MtDef5A y MtDef5B) en las cepas bacterianas Xanthomonas campestris (Gram
negativa) y Clavibacter michiganensis (Gram positiva). A través de ensayos con ioduro de
propidio, y microscopia confocal, se observé que las células bacterianas tratadas con defensinas
perdieron su viabilidad, ademas, se concluyé que MtDef5 y sus dominios independientes inducen
cambios morfolégicos distintos en las células de X. campestris e inducen la muerte celular.
Mediante analisis de microscopia con los péptidos unidos a DyLight550, se demostré que la
defensina bidominio MtDef5 y el dominio MtDef5B penetraron la membrana celular y se
acumularon en el citoplasma de X. campestris. El dominio MtDef5B, caus6 dafio considerable en
la membrana, provocando la liberacion de contenido celular y agregacion celular. En el ensayo
de retardamiento en gel, se observé que MtDef5 se une al ADN de X. campestris y a ADN
plasmidico. Los autores proponen como modo de accion, para MtDef5 y sus dos dominios de
defensina, la interaccion electrostatica in vivo con el ADN (cargado negativamente). Si la
interaccion con el ADN causa la inhibicién de la replicacion del ADN o la transcripcién in vivo,

esto alun no ha sido explorado.

La membrana plasmatica es el sitio de interaccion inicial de las defensinas, reconociendo a los
lipidos constituyentes de la bicapa lipidica en distintos tipos celulares (Tam et al., 2015). En
relacion a la informacién sobre los mecanismos de accion de defensinas de plantas
antibacterianas, aln no hay suficientes ensayos descritos respecto a su dindmica al entrar en

contacto con las membranas.

Nikte et al. (2020) reportaron el efecto inhibitorio de los péptidos de Capsicum clasificados como
tioninas, CanThio en las lineas celulares humanas KEK293 y MCF-7. CanThio3 mostré la mas
alta inhibicion sobre el crecimiento celular de MCF-7 a 1.15 pM y mostro citotoxicidad minima
sobre células HEK293. Es interesante el hecho que, en ese trabajo, se realizaron simulaciones
de dinamica molecular MD (Molecular Dynamics) con CanThio3. Dado que CanThio3 mostré la
citotoxicidad mas alta sobre células cancerigenas, las simulaciones se realizaron con una bicapa
POPC (1-PALMITOIL-2-OLEOIL-SN-GLICERO-3-FOSFOCOLINA). Las simulaciones de
dinamica molecular se realizaron en GROMACS 5.0. Para examinar las interacciones del péptido

CanThio3 con la bicapa de POPC, la distancia minima entre el péptido y la membrana fue
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graficada sobre el tiempo de simulacién. Se observé que inicialmente (arriba de 700 ns) el péptido
tuvo interacciones con la membrana. Después de 700 ns, el péptido interactdo continuamente

con la membrana hasta el final del tiempo de simulacién de 1 ps.

Se observo que los residuos del 8 al 18 y del 36 al 41 pertenecientes al a-core y y-core
interactuaron con la membrana. Los residuos del 53 al 61 en el C-terminal participaron en la
interaccion breve hacia el final de las simulaciones. Los residuos All, V12, 113, 138 y L39
formaron interacciones de Van der Waals con las colas no polares de los lipidos mientras los
residuos R40 y K41 tuvieron interacciones polares con los grupos de lipido. R40 mostré
interacciones maximas con la bicapa lipidica y es en efecto, un residuo importante para las

interacciones con la membrana.

De acuerdo a los autores, dicha observacion se comparé con la estructura tridimensional de
NaD1 unida a PA, donde R39 (en posiciéon equivalente a R40 de CanThio3) fue observado por
ser critico para la union a PA, para su oligomerizacion y para la induccioén de la muerte celular.
Los calculos de potencial electrostatico en CanThio3 revelaron que las regiones cercanas al y-
core y C-terminal tienen un potencial positivo. Por lo tanto, las interacciones electrostéticas
probablemente dirigen la atraccion de CanThio3 a la bicapa. Ademas, basados en las
observaciones de simulacién de trayectoria, el contacto inicial de CanThio3 con la membrana es
propiciado por residuos hidrofobicos del a- y y-core, y eventualmente los residuos positivos
interaccionan con la cabeza de los lipidos cargados negativamente. Los autores sefalan que la
interaccion estable de CanThio3 con la bicapa lipidica causa la disrupcién local de la membrana,
lo cual lleva a cambios en su grosor. Para caracterizar la perturbacion de la membrana durante
la interaccibn membrana-proteina, el promedio de grosor de membrana fue graficado. Se
determiné que la region correspondiente al contacto proteina-membrana parece tener mas
adelgazamiento que las regiones cercanas (alrededor), una indicacion temprana de perturbacion
de membrana. Las simulaciones de CanThio3 con la membrana modelo revelaron que los
residuos cargados positivamente e hidrofébicos pertenecientes al a- y y-core de los péptidos son
responsables de las interacciones membranoliticas relacionadas con la actividad biol6gica del
péptido (Nikte et al., 2020).

1.5. DEFENSINA J1-1

J1-1 es una defensina de clase |, el gen reportado inicialmente en Capsicum annuum codifica

para un péptido de 75 aminoacidos y se expresa en frutos. J1-1, contiene un péptido sefial de 27
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aminodcidos, y una regién madura de 48 residuos aminoacidicos, de los cuales, ocho residuos
son cisteinas que forman cuatro puentes disulfuro (Meyer et al., 1996). Previamente, se reportod
gue J1-1 presenta actividad antifiingica contra Fusarium oxysporum y Botrytis cinerea (Meyer et
al., 1996); su sobreexpresion en plantas de Capsicum annuum, confiere resistencia a la
enfermedad de antracnosis provocada por Colletotrichum gloeosporioides. En el mismo trabajo,
J1-1 obtenida como péptido de fusién a GST, GST-J1-1, mostré actividad inhibitoria in vitro sobre
C. gloeosporioides (Seo et al., 2014); mientras que la sobre expresion tejido-especifica en
tabaco, suprimi6 los sintomas de la enfermedad y el crecimiento de las hifas de Phytophthora
parasitica y Pythium aphanidermatum. Adicionalmente, el péptido recombinante GST-J1-1,
inhibié el crecimiento de ambos microorganismos in vitro (Lee et al., 2018). En nuestro grupo de
trabajo, J1-1 se obtuvo de forma recombinante unida a una etiqueta de 6His (HisXarJ1-1), se
unio a varios fosfolipidos incluyendo a PA y también presentd actividad antibacteriana in vitro
sobre el patégeno de humanos y animales Pseudomonas aeruginosa (Guillén-Chable et al.,
2017).

1.6. ESTRUCTURA Y EXPRESION DE GENES DE DEFENSINAS DE PLANTAS

Los genes de defensinas de plantas estan formados por lo general por dos exones y un intrén
(Rodriguez-Decuadro et al., 2019; Carvalho y Gomes, 2009). El primer exén codifica al péptido
sefal y el segundo al péptido maduro. El intrén, suele localizarse entre los exones. Una excepcion
de esta organizacion génica es la defensina StSN, la cual tiene dos intrones (Carvalho y Gomes,
2009). La expresion de genes de defensinas de plantas muestra diferentes patrones, lo cual
refleja diferentes funciones de los péptidos. En condiciones fisiol6gicas, se ha descrito la
expresion de defensinas en diferentes tejidos, ademas también son inducidas en respuesta a
estrés bidtico o abidtico (Carvalho y Gomes, 2009). En plantas, las defensinas pueden ser
expresadas en las semillas, tubérculos, hojas, raices, frutos, érganos florales, corteza y en las
vainas (Parisi et al., 2019; Tam et al., 2015).

En paralelo a la expresion de defensinas de plantas en multiples érganos, se ha demostrado que
su expresion puede regularse en respuesta a factores bidticos o abitticos especificos. Por
ejemplo, se identificaron 10 genes de defensinas en tomate, su caracterizacion estructural
confirmo el plegamiento tridimensional CSaf caracteristico de defensinas de plantas, se encontro
también conservacion de aminoacidos (principalmente glicina, cisteina y arginina). En ese trabajo

se menciona que la variedad estructural de las defensinas de tomate, no correlaciona con una
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regulacién transcripcional diferencial, ni con su papel en la defensa de la planta, lo que permite
inferir funciones selectivas o cierta especificidad. En tomate también se observé que la
transcripcién de la mayoria de los genes relacionados a defensinas se expresaron tras la
inoculacion con hongos y nematodos. En contraste, no hubo expresion de genes de defensinas
en presencia de virus, y al aplicar temperaturas bajas, se observé una ligera baja en la tasa de
transcripcion de genes de defensinas. Los autores mencionan, que la expresion de defensinas
en plantas, depende principalmente del reconocimiento de PAMPs. Verticillum dahliae y
Meloidogyne javanica, estimularon la transcripcion de la mayoria de los genes de defensinas en
tomate. No obstante, los virus CMV y PVY no indujeron expresion. Por lo anterior se concluy6
que, el sistema de regulacion de la expresion de genes de defensinas en tomate, carece de
especificidad hacia virus (Nikoloudakis et al., 2020).

1.7.  ANALISIS ESTRUCTURAL Y EVOLUTIVO DE DEFENSINAS DE PLANTAS

Las defensinas son descritas a menudo como parte de la inmunidad innata, y por lo tanto se
considera que son una superfamilia con un ancestro comudn. Sin embargo, se ha argumentado
gue no todas las defensinas evolucionaron de un solo ancestro en comun, mediante un analisis
filogenético se generd evidencia sobre los origenes de las defensinas a partir de dos ancestros
por estudios de similitud estructural con 2,713 secuencias o estructuras de defensinas. Dichos
analisis, revelaron la existencia de dos superfamilias independientes (defensinas cis y trans,
Figura 1.6), las cuales son estructural y funcionalmente cercanas (Cools et al., 2017; Shafee et

al., 2016). Por lo tanto, la similitud entre las defensinas se atribuye a una evolucién convergente.

Las diferencias entre ambas familias se observan en la orientacién y conectividad de los enlaces
disulfuro, la longitud de los bucles inter-cisteinas y su distribucién entre los eucariotas. Las cis-
defensinas son la familia mas grande de defensinas, en ella se incluyen a las defensinas de
plantas, hongos y la mayoria de defensinas de invertebrados, estructuralmente se distinguen por
la hoja B C-terminal que esta unida a la a-hélice por enlaces disulfuro, ambas orientadas en la
misma direccion (Figura 1.6, A). Por otra parte, las trans-defensinas, son la familia mas pequefia
de defensinas e incluye a defensinas de vertebrados e invertebrados, estructuralmente se
distingue por una hoja (3, la cual se encuentra unida por enlaces disulfuros a una a-hélice
orientada en sentido contrario (Figura 1.6, B). Los espacios inter-cisteinas (asas) son mas largos
y diversos en las tipo cis, en contraste en las tipo trans, son cortos y poco variables (Cools et al.,
2017).
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Por otra parte, las defensinas de plantas estan divididas en dos clases con base en a la estructura
de las proteinas precursoras (Cools et al., 2017). Las defensinas de clase | son la clase mas
grande, y se caracterizan por tener un péptido sefial de exportacion al reticulo endoplasmatico
seguido por el dominio de la defensina madura (Figura 1.6, C). Las defensinas de la clase Il son
la clase mas pequefa, estas ademas del péptido sefal y la regibn madura, contienen un
propéptido en el extremo C-terminal de aproximadamente 33 aminoacidos, el cual dirige al
péptido hacia la vacuola, donde mas tarde es removido durante el proceso de maduracion (Cools
et al., 2017).

A Cis-defensinas Cc

B I

B2 Bl

Figura 1.6. Clasificacion de defensinas de acuerdo a sus caracteristicas estructurales. (A), cis-defensinas;
(B), trans-defensinas; (C), defensinas clase | y Il. (a, alfa hélice; $1, beta plegada 1; 32, beta plegada 2;
B3, beta plegada 3; N-Ter, amino terminal; CTPP, propéptido C terminal. Tomado y modificado de Parisi
et al. (2018).

Desde el punto de vista funcional, se han descrito otras clasificaciones para las defensinas de
plantas. La clasificacion de acuerdo a la capacidad de inhibir o no inhibir el crecimiento fungico,
asi como el efecto que los péptidos ejercen sobre la morfologia durante el crecimiento fingico
(defensinas morfogénicas o no morfogénicas) (Broekaert et al., 1995). Entre los esfuerzos por
conocer las funciones de estos péptidos a partir de su secuencia de aminoacidos, se realiz6é un
andlisis de las secuencias de 139 defensinas de plantas depositadas en la base de datos del
NCBI. Mediante alineamientos y arboles filogenéticos se agrupo a las defensinas con base en su
identidad de secuencia, ademas en analisis posteriores de los grupos, se identificé la similaridad
funcional entre las defensinas de cada grupo (van der Weerden y Anderson, 2013). Sin embargo,
aun no es posible determinar por estos métodos la actividad antimicrobiana especifica o la

selectividad a fosfolipidos, siendo ambas caracteristicas de un gran numero de defensinas.
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1.8. PATOGENOS ESKAPE: Pseudomonas aeruginosay Staphylococcus aureus
(Importancia Epidemioldgica)

La importancia de encontrar moléculas con actividad antibacteriana contra patégenos del grupo
denominado ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y especies de Enterobacter) deriva del
llamado de las autoridades internacionales encargadas de monitorear posibles brotes
epidémicos o pandémicos. A consecuencia de la reciente pandemia causada por el virus SARS-
CoV-2, los programas de monitoreo mantienen un estado de preocupacion constante debido a
gue un gran numero de bacterias han generado resistencia a los medicamentos usados
normalmente para su control, lo cual sin duda es un problema serio de salud publica (Idris y
Nadzir, 2023). La multirresistencia a farmacos o MDR (por sus siglas en inglés, Multi-drug
resistance) se define como la resistencia adquirida a uno o mas agentes antimicrobianos, de tres
0 mas categorias de antimicrobianos (Idris y Nadzir, 2023). Precisamente los microrganismos
incluidos en la lista ESKAPE, se encuentran entre los patégenos que mas preocupacion causan

en la actualidad debido a que presentan la mayor multirresistencia a antibioticos.

En 2017, la Organizacién Mundial de la Salud (WHO) publicé una lista de patégenos para los
gue el desarrollo de nuevos antibiéticos es urgente (Tacconelli et al., 2018). Para el afio 2020,
no existia en el mundo una organizacion especializada en el monitoreo de la resistencia a
antimicrobianos, aunque de acuerdo a la informacién disponible, se estima que hay mas de 2
millones de infecciones relacionas con la multirresistencia, de las cuales 29,000 derivan en
muertes cada afio tan solo en los Estados Unidos de Norteamérica, lo que en términos de dinero
equivale amas de $ 4.7 billones de ddlares. La situacion en Europa es de mas de 33,000 muertes
y 874,000 incapacidades asociadas a infecciones, costando alrededor de $ 1.5 billones de
doélares en costos directos e indirectos (De Oliveira et al., 2020).

P. aeruginosa se ha reportado como una bacteria resistente a la mayoria de los antibiéticos
disponibles. En un trabajo realizado por Tacconelli et al. (2018), P. aeruginosa fue ubicada dentro
del top 5 de bacterias con mayor prioridad para desarrollar antibiéticos que permitan su control.
P. aeruginosa es una bacteria aer6bica Gram-negativa en forma de bacilo. Este patégeno puede
formar biopeliculas y es responsable de un 10 a 20% de las infecciones en hospitales (Rocha et
al., 2019). P. aeruginosa es la segunda bacteria con importancia clinica y epidemiolégica. Es la
principal causa de infecciones en hospitales entre los bacilos Gram-negativos no fermentadores

y la mayor causa de infecciones oportunistas en pacientes inmunocomprometidos. El hecho de
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gue sea causa de infecciones en hospitales y en pacientes inmunocomprometidos, es debido al
desarrollo de multiples mecanismos de resistencia, formacion de peliculas, mecanismos de
degradacién y transporte propio de su adaptacion a diversos ambientes lo cual reduce la eficacia
de los antibiéticos usados para su tratamiento, ademas de incrementar el costo del tratamiento
(Rocha et al., 2019). Otra consecuencia de lo anterior, es el incremento de las tasas de mortalidad

y morbilidad asociadas a este patdgeno.

Por otra parte, S. aureus se ha reportado como resistente a meticilina. S. aureus es una bacteria
anaerobia facultativa Gram-positiva en forma de coco. Actualmente se conoce que S. aureus
resistente a meticilina, ha desarrollado también resistencia a antibioticos como la daptomicina y
la vancomicina, hecho que complica mas su tratamiento (Nikolic y Mudgil, 2023). Se conoce que
el 30% de la poblacion humana es colonizada por esta bacteria. Simultdneamente, es la principal
causa de bacteriemia y endocarditis infecciosa, asi como de infecciones osteoarticulares, de piel,
de tejido blando, pleuropulmonar, y de infecciones asociadas a dispositivos de uso médico (Tong
et al., 2015). Al igual que P. aeruginosa, S. aureus forma parte de la lista publicada de los
microorganismos ESKAPE y se encuentra también en la lista de microorganismos de mayor
importancia clinica y epidemiolégica (Tacconelli et al., 2018). Se conoce que algunos de los
mecanismos asociados a la resistencia de esta bacteria contra los agentes utilizados para su
control, se basan en la inactivacién o alteracion de la estructura del antibiético a través de
reacciones enzimaticas, la modificacion de los sitios de unién del antibiético, activaciéon de
bombas de exclusién para la eliminacién del antibi6tico, y cambios en la estructura de la

membrana (E.g., perdida de porinas para evitar la entrada del antibiético) (Idris y Nadzir, 2023).

1.9. ACTIVIDADES DESCRITAS EN DEFENSINAS DE PLANTAS

Las defensinas de plantas son los componentes principales del sistema de defensa innato (Parisi
et al., 2018). Estos péptidos no son toxicos para mamiferos o células de plantas, pero si contra
hongos y bacterias patdgenos de humanos y plantas. A partir del inicio del estudio de las
defensinas de plantas en la década de 1990 (Terras et al., 1995, 1993; Mendez et al., 1990), se
han identificado diversas actividades en estos péptidos (Figura 1.7), como: inhibidores de sintesis
de proteinas, (Chen et al., 2005; Chen et al., 2004; Ye y Ng, 2002; Mendez et al., 1990),
inhibidores de proteasas (de Beer y Vivier, 2011, Lin et al., 2009; Mosolov y Valueva, 2008; Wong
y Ng, 2006), bloqueadores de canales ionicos (Vriens et al., 2016; Carvalho y Gomes, 2007;
Spelbrink et al., 2004; Kushmerick et al., 1998), factores de tolerancia a metales pesados

(Mirouze et al., 2006), como anticancerigenos (Baxter et al., 2015; Poon et al., 2014; Weerden et
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al., 2010; Lin et al., 2009), como antivirales (Ishaq et al., 2019; Salas et al., 2015; Lin et al., 2009;
Ye y Ng, 2002), factores del desarrollo de plantas (Lay et al., 2012; Amien et al., 2010; Allen et
al., 2008; Letousey et al., 2007), como inhibidores de enzimas (Pelegrini et al., 2008; Huang et
al., 2008; Franco et al., 2002; Melo et al., 2002) y como antibacterianos (da Silva Gebara et al.,
2020; Sathoff et al., 2019, 2020; Guillén-Chable et al., 2017).

No obstante, la actividad antifungica ha sido la mejor caracterizada (Ochiai et al., 2020; Pacheco-
Cano et al., 2020; Rodriguez et al., 2020; Islam et al., 2017; Vriens et al., 2016; Baxter et al.,
2015; Solis et al., 2007; Wisniewski et al., 2003), por lo tanto no es una sorpresa que la mayoria
de los mecanismos de accién descritos de estos péptidos se hayan elucidado para defensinas

antifangicas.
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Figura 1.7. Mdltiples actividades de las defensinas de plantas.
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1.10. RESPUESTA AL EFECTO ANTIMICROBIANO GENERADO POR DEFENSINAS DE
PLANTAS EN PATOGENOS

En paralelo a los estudios orientados a la caracterizacién de los mecanismos de accion,

recientemente se han observado los multiples efectos que estos péptidos generan sobre la célula

blanco desde enfoques protedmicos o genéticos.

En un estudio reciente, se analiz6 el proteoma de Escherichia coli en respuesta a
concentraciones sub-inhibitorias (37 uM) del péptido sintético derivado de la defensina Atr-DEF2,
(G39-C54, del y-core) (Moyer et al., 2021). En dicho estudio se identificaron un total de 1598
proteinas de las cuales 82 mostraron abundancia alta y 51 a la baja respecto al control. Las

proteinas con mayor abundancia sugieren que E. coli responde al tratamiento a través de la
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expresion de proteinas involucradas en procesos de deficiencia de hierro o en la disrupcién de
la membrana externa, a través de un mecanismo de adaptacion comudn en bacterias Gram-

negativas en respuesta a antibioticos con actividad litica sobre la membrana.

En bacterias, un mecanismo de resistencia consiste en disminuir la atraccion electrostatica entre
el lipido Ay los péptidos antimicrobianos catidnicos. Una de las vias para la reduccion de cargas
es a través de la adicion de 4-amino-4-deoxi-L-arabinosa (L-Ara4N) a la cabeza fosfolipidica del
lipido A, inhibiendo asi la atraccion electrostéatica de péptidos antimicrobianos cationicos. En el
andlisis, se observé un incremento de seis proteinas de la via de modificacion del lipido A con
arabinosa, por lo que el resultado sugiere que existe una ruta de sefializacion para responder al
estrés generado en la membrana externa de E. coli. Ademas, la proteina bifuncional ArnA de
resistencia a polimixina, ArnC y probable ArnD que forman parte del cluster de genes arn y que
catalizan la biosintesis de L-Ara4N también incrementaron, lo cual indica que E. coli responde
enmascarando la carga negativa de la membrana externa con L-Ara4N para evitar la lisis de la
membrana a causa del péptido sintético Atr-DEF2 (G39-G54). Para profundizar mas en el efecto
del péptido sobre la membrana, se utilizé un ensayo de fijacion de NPC (1-N-fenilnaptilamina), y
se determind que a concentraciones subletales de 37 uM de Atr-DEF2 (G39-G54) se perturba la
integridad de la membrana externa. Ademas, se observo que el tratamiento con el péptido generé
una posible deficiencia en la disponibilidad del hierro en E. coli, pues se observé actividad
reductora y quelante de Atr-DEF2 (G39-G54) sobre Fe®'y Fe?* respectivamente, ademas del
perfil protebmico observado en el incremento de proteinas que participan en el metabolismo del
Fe. Se conoce que la formacion del complejo Fe-S, es esencial (e.g. respiracion y reparacion del
ADN), en E. coli el complejo puede ser ensamblado a través de la via del clister hierro-azufre

(ISC, iron-sulfur cluster) o por la via de formacién de azufre (SUF, sulfur formation).

También se observo un incremento en la abundancia de proteinas que participan en la via SUF,
lo cual sugiere que la célula ajusta el proceso de ensamblaje Fe-S debido a un ambiente limitado
de hierro, mientras que 14 proteinas que utilizan el cluster Fe-S como cofactor bajaron en
abundancia indicando baja disponibilidad del cofactor. De las 14 proteinas, 11 estan asociadas
con el término “generacion de precursores metabdlicos y energia” lo cual sugiere que la limitacion
de Fe provoca cambios en el metabolismo energético. Adicionalmente, se observo el incremento
en abundancia de proteinas, que participan en la sintesis de sideréforos (e.g. enterobactina y
aerobactina). Los sideréforos son metabolitos secundarios que unen e importan Fe3* extracelular,

de este modo, puede ser posteriormente incorporados a las biomoléculas.

23



CAPITULO |

1.11. CARACTER[STICAS GENERALES DE LOS PRINCIPALES LIGANDOS LIPIDICOS Y
SU RELACION CON LAS DEFENSINAS

Las defensinas de plantas son capaces de unirse a esfingolipidos o fosfolipidos (Cools et al.,
2017). Ambos tipos de moléculas, de naturaleza anfipatica constituyen los principales
componentes de las membranas celulares, y por lo tanto son importantes lipidos estructurales
(Pan et al., 2018). Los esfingolipidos, son lipidos de membrana eucariota que consisten de un
esqueleto de ceramida junto con una cabeza polar, de acuerdo con la estructura de la cabeza
polar, los esfingolipidos pueden dividirse méas alla en fosfoesfingolipidos y glucoesfingolipidos
(Cools et al.,, 2017). Los fosfolipidos, son los componentes mayoritarios de la membrana
eucariota, y consisten de un esqueleto de glicerol unido a dos acidos grasos y una cabeza polar.
Esta diferencia podria definir diferentes mecanismos de accion sobre las células blanco
(Francisco y Georgina, 2017). Dependiendo de la cabeza polar, se conocen varias especies de
fosfolipidos (Cools et al., 2017). Un grupo de fosfolipidos, los fosfoinositidos que comprenden un
grupo de siete derivados fosforilados del fosfatidil inositol (PI): PI(3)P, PI1(4)P, PI(5)P, PI(3,4)P.,
PI(3,5P,;, PI(45P2 vy PI(3,45Ps (Phan et al, 2019), son interconvertibles
espaciotemporalmente por cinasas y fosfatasas especificas. A pesar de su baja abundancia, son
reguladores de procesos celulares tales como: transduccién de sefiales, crecimiento celular y
sobrevivencia, muerte celular, remodelamiento del citoesqueleto, trafico de membrana, docking
molecular y reclutamiento de membranas (Loewith et al., 2019; Phan et al., 2019). Es interesante
gue, los microorganismos patdégenos y las células tumorales tienen la capacidad de evadir los
sistemas inmunes y de control de ciclo celular para promover su ciclo de vida o crecimiento
respectivamente (Phan et al., 2019). Existe evidencia que demuestra que los fosfoinositidos y las
enzimas que los modifican, son manipulados por patdégenos y por las células tumorales, logrando

asi su sobrevivencia (Phan et al., 2019).

La actividad antimicrobiana relacionada a la unién con fosfolipidos se postulé en 1942, cuando
se observo que el crecimiento de la levadura Saccharomyces cerevisiae y Lactobacillus casei
fue inhibido por una proteina conocida como purotionina (Woolley y Krampitz, 1942). Debido a la
naturaleza cationica de las defensinas, una de sus propiedades mas observadas es la del
reconocimiento y union a lipidos. Por lo tanto, son péptidos que se unen a la membrana celular,
propiedad considerada como uno de los principales pasos en sus mecanismos de accion, aunque
se ha observado que hay algunas que tienen la capacidad de ingresar a la célula. Ambas

actividades, correlacionan con su actividad biolégica, tal como se ha observado en defensinas
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de mamiferos y de plantas como: HBD3, HBD2, MtDef4, MsDefl, NaD1, NoD173, NsD7 y TPP3
(Lay et al., 2019; Jarva et al., 2018; Kvansakul et al., 2016; Phan et al., 2016; Baxter et al., 2015;
Poon et al., 2014; Sagaram et al., 2011).

En el presente trabajo, se observd que los péptidos reconocieron al PA, y en patrticular, uno de
los péptidos reconocié a fosfatidilserina (PS). PA es el fosfolipido mas sencillo y el principal
intermediario en la sintesis de los lipidos de membrana y de reserva. Su estructura consta de un
esqueleto de glicerol a la que se unen dos cadenas de &cidos grasos y una molécula de &cido
fosforico con carga negativa (Figura 1.8 B). Entre sus actividades celulares, se encuentran su
funcion como segundo mensajero en la determinacion del destino celular, interaccién de
organelos, transduccion de sefales y otros procesos fisiolégicos (Zhou et al., 2023). Por otra
parte, la PS es un fosfolipido cargado negativamente, estructuralmente similar al PA con la
diferencia que al &cido fosférico se une el amino acido serina (Figura 1.8 A) (Cassilly y Reynolds,
2018). La PS se localiza en las membranas celulares, donde en condiciones homeostaticas
normales se encuentra restringido a la membrana interna de bicapa lipidica. La participacion de
PS se ha observado en estadios apoptéticos celulares, mimetismo protista (una condicion donde
ciertos patégenos exponen en su superficie celular PS para poder ingresar a la célula, y alli
desplegar su virulencia) y en algunos tipos de cancer, donde la externalizacion de PS tiene lugar
(Calianese y Birge, 2020).
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Figura 1.8. Estructuras de fosfolipidos. A) Fosfatidilserina (PS); B) Acido fosfatidico (PA).

1.12. DETERMINANTES ESTRUCTURALES PARA EL RECONOCIMIENTO DE LiPIDOS

Derivado del estudio de los mecanismaos de accién de las defensinas y del analisis de sus
complejos estructurales obtenidos por cristalografia de rayos X, se ha observado que la
formacion de dimeros es una caracteristica importante para la actividad de muchas defensinas
clase Il. Dicho fenbmeno parece ser el inicio de un mecanismo mas complejo, pues se conoce
gue dichas defensinas forman estructuras oligoméricas de manera dependiente de la
concentracion de lipidos. En los andlisis de estructura-funcion, se han identificado los residuos
de aminoéacidos que participan en la dimerizacion y la oligomerizacion dependiente de lipidos,
residuos que ademas, al mutarlos, inducen efectos negativos en la actividad bioldgica (Ochiai et
al., 2020; Kvansakul et al., 2016; Baxter et al., 2015).

Dado que los lipidos parecen ser los blancos o ligandos principales de las defensinas de plantas,
no esta de mas mencionar que dichas moléculas forman la base estructural de las membranas

de todas las células, incluyendo también la de las bacterias multirresistentes a antibioticos. Se
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conoce que los perfiles de lipidos que componen a la membrana de estos microorganismos
pueden condicionar la efectividad de los antibidticos y de la proteinas que se encargan de
expulsar los antibidticos (Carey et al., 2022). Ademas de otros mecanismos que ya se

mencionaron previamente.

1.12.1. El y-core

El y-core es el motivo estructural mas estudiado en defensinas de plantas. Este comprende las
laminas B2 y B3 y el asa que las conecta. Se ha caracterizado como una regién conservada en
péptidos antimicrobianos de diferentes reinos, es ademas determinante en la actividad

antimicrobiana.

En uno de los primeros estudios orientados a conocer el rol del y-core en la actividad antifungica
en defensinas de Medicago, se obtuvo la quimera MsDefl-y4 (y-core de MtDef4 fue introducido
en el lugar del y-core de MsDefl). Se observé que esta mutante no conservo la capacidad de
permear la membrana comparada con MtDef4 WT, pero si mejoré su actividad en Fusarium
graminearum. Ademas, se describié que las argininas concentradas en el motivo GXCX3.4C
(RGFRRR), son determinantes de la unién a micelas artificiales en una manera dependiente de
PA, mediante una mutante de MtDef4, se determiné que las argininas determinan la capacidad
de permear la membrana en F. graminearum. La variante MtDef4 (AAAARR) se une
especificamente a PA, pero perdié la capacidad de internalizarse a través de la membrana,
ademas de que su actividad antifangica disminuyd. Por lo tanto, los resultados de dicho estudio
sustentan que la region que conecta a las laminas B2 y B3 es determinante estructural de la
selectividad a lipidos y también de la actividad antifungica en MtDef4 (Sagaram et al., 2011,
2013). Sin embargo, considerando la informacion disponible, ain no es posible disefar

defensinas de plantas con selectividad o actividad definida a priori.

1.12.2. Actividad antimicrobiana del y-core

Recientemente se han caracterizado distintos péptidos sintéticos con actividad antimicrobiana
basados en el y-core. Las comparaciones en la actividad entre las defensinas como péptido
maduro y los péptidos cortos basados en el y-core, indican que los péptidos presentan de un 10
a un 40% de la actividad observada en una defensina "completa". Algunos reportes de actividad

antimicrobiana para péptidos derivados del y-core, se mencionan a continuacion:
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Kaewklom et al. (2018) reportaron que el péptido BcDef1, indujo niveles altos de despolarizacién
de membrana derivado de su capacidad para permeabilizar. Los resultados sugieren que BcDefl
altera el potencial de membrana, asi como la permeabilizacion de células de Staphylococcus
epidermidis en una manera dependiente de tiempo. BcDeF1 afecta la morfologia de la célula.
Las células no tratadas mostraron una forma celular normal y tuvieron una pared celular y
membrana celular sin dafio en la membrana externa o interna. En contraste, células tratadas con
el péptido con 0.5xMIC de BcDeF1 por dos horas mostraron dafio en las estructuras de las
células y cambio dramético en la pared y membrana celular. BcDefl gener6 alteraciones
estructurales, incluyendo la formacion de burbujas en la membrana, numerosas estructuras
parecidas a mesosomas, cambios en el grosor de la pared celular, formacién de poros en la
pared y membrana celular, disrupcién de la membrana y pared celular, y liberacion de contenido

celular.

De acuerdo a Sathoff et al. (2019) bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, han desarrollado
la habilidad de modificar la superficie de las membranas en respuesta a las interacciones
electrostaticas con los AMPs cationicos.. En P. aeruginosa y muchas otras bacterias Gram-
negativas, el sistema PhoP/PhoQ o PmrA/PmrB controla varios de los genes requeridos para
resistencia a AMPs. Modificaciones realizadas en la membrana, protegen a las bacterias de los
AMPs catidnicos a través de cubrir/enmascarar las cargas negativas de la superficie, lo cual limita

la unién de los AMPs a las membranas bacterianas.

En el estudio realizado por Sathoff et al. (2019), se investigd el modo de accién de péptidos
basados en el y-core (defensinas truncadas de 10 a 20 péptidos aproximadamente) de varias
defensinas de plantas (MtDef4, MtDef5A y So-D2) en bacterias patdgenas de plantas (P.
syringae) y de vertebrados (P. aeruginosa) del género Pseudomonas. Cepas de P. aeruginosa
lux-reporter con mutaciones en los genes estructurales de PA3553 y PA4774 (adicion de
aminoarabinosa al lipido A y responsable de la sintesis de espermidina respectivamente)
involucrados en mecanismos de resistencia a AMPs cationicos, fueron analizados en respuesta
al tratamiento con los péptidos derivados del y-core de defensinas de plantas. Usando el
reportero lux bajo el control transcripcional de los promotores de los genes PA3553 y PA4774,
se observo que MtDef4 induce la expresién de ambos genes asociados a la resistencia, indicando
gue MtDef4 probablemente actia en la membrana externa de P. aeruginosa, actividad que se
confirmé a través del uso de microscopia de fluorescencia. En ese mismo estudio, se generaron
bibliotecas de insercion de transposones en P. syringae pv. syringae, las cuales se escrudifiaron

para observar resistencia a los péptidos usados en el tratamiento. Se identificaron mutantes
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resistentes por secuenciacion, asi como los sitios de insercién de los transposones. Se observo
gue los genes interrumpidos, los cuales se anotaron como genes rRNA 16S y 23S, estan
involucrados en la resistencia a defensinas de plantas. Esto sugiere que MtDef4 puede funcionar

como inhibidor de la sintesis de proteinas.

En otro estudio, Toledo et al. (2021) sintetizaron péptidos de 15 aminoacidos basados en la
defensina VuDef (Vigna unguiculata) con actividad antifingica mejorada contra levaduras. El
objetivo fue comprobar la hip6tesis acerca de la correlacidén que existe entre la estructura primaria
y la actividad bioldgica de las defensinas de plantas, pero enfocandose a propiedades especificas
como la carga, hidrofobicidad y quiralidad. El disefio de los péptidos se realiz6 mediante un
andlisis de la estructura primaria del y-core para determinar cuales aminoacidos participan en la
actividad antimicrobiana. Los autores disefiaron tres nuevos péptidos denominados: VuDef (RR),
VuDef (D-RR) y VuDef (WR), los valores correspondientes a carga total de los péptidos fueron
de +6, +6 y +6, y de hidrofobicidad 18.32, 18.32 y 14.10 Kcal/mol respectivamente, mientras que
el péptido silvestre (VuDef DD), tiene una carga de +2 y una hidrofobicidad de 21.98 Kcal/mol.
De acuerdo a los autores, el incremento en la carga neta positiva (de +2 a +6) e hidrofobicidad
(de 21.98 a 14.1 Kcal/mol) confirieron al péptido VuDef WR la mejor actividad antifingica, en
contraste con el resto de los péptidos. Se determin6 que los péptidos utilizados en el estudio,
tienen mayor actividad antifingica que el fluconazol, ademas de que se observé que los péptidos
muestran muy baja citotoxicidad en células de mamiferos (RAW 264.7 o THP-1) en
concentraciones LDigo determinadas previamente para hongos de importancia médica. De
acuerdo a los autores, existen dos puntos clave a considerar en la correlacion estructura-funcion:
1) la correlacién entre la longitud y la actividad antimicrobiana y 2) la correlacion carga-
hidrofobicidad.

Recientemente Slezina et al. (2021) describieron la actividad antimicrobiana de péptidos
derivados del y-core de distintos péptidos antimicrobianos de plantas de tomate como por
ejemplo: DEFLs o péptidos defensin-like, snakinas, nsLTPs o proteinas de transferencia de
lipidos no especificas y péptidos MEG o genes expresados maternalmente. Los péptidos se
probaron sobre hongos y bacterias patégenos de humanos y plantas. Los dos péptidos con
mayor actividad antimicrobiana fueron seleccionados (yss-74SIDEFL Yy yge.106SISN9, DEFL o
snakinas, respectivamente) para elucidar un putativo mecanismo de accion. A través de
microscopia de fluorescencia y con el uso de ioduro de propidio, se observd la presencia de
ioduro de propidio al interior de células de Candida albicans, por lo que la permeabilizacién de la

membrana se propuso como parte del mecanismo de accion utilizado por ambos péptidos.
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Ambos péptidos contienen la firma RGFRRR, la cual previamente ha sido descrita como
determinante clave en la translocacion de MtDef4 al interior de células de F. graminearum.
Finalmente, la correlacion entre actividad antimicrobiana alta y mayor carga positiva fue

observada en los péptidos estudiados.

1.12.3. Determinantes estructurales en defensinas de plantas

Varios trabajos han descrito a nivel molecular, la relacién estructura-funcion de defensinas de
plantas (Lay et al., 2019; Jarva et al., 2017, 2018; Islam et al., 2017; Bleackley et al., 2016;
Kvansakul et al., 2016; Baxter et al., 2015; Poon et al., 2014). Estos andlisis, han permitido
conocer mas acerca de los putativos modos de accién de las defensinas, interfaces de
interaccion péptido-péptido o lipido-péptido, selectividad hacia fosfolipidos y de manera muy
importante, han llevado la identificacion de residuos aminoacidicos que resultan imprescindibles
para el efecto de las defensinas de plantas sobre células eucariotas y procariotas (Velivelli et al.,
2018; Sagaram et al., 2011, 2013).

De acuerdo a Parisi et al. (2018) y Francisco y Georgina, (2017), existen otros aminoacidos
conservados: glicina en las posiciones 12 y 32, los aromaticos en la posicion 10, glutamato en la
posicién 27, ademas de residuos variantes de K o E en la posicion 4; K, H, D, Y y N en la posicion
33y F oL en la posicién 42. Durante la Ultima década, una serie de trabajos han descrito la
existencia de determinantes estructurales importantes para la interaccion con lipidos y para su

actividad antimicrobiana en diversas defensinas de plantas.

Poon et al. (2014), describieron determinantes estructurales en la interaccion NaD1-PIP,, donde
dos interfaces fueron descritas en la interaccion del dimero NaD1-NaD1 en la cristalizacion de
NaD1-PI (4,5) P». La primera interfaz se presenta por un alineamiento antiparalelo de la hoja 1
de cada mondémero (mondémeros | y Il), formada por una red de seis puentes de hidrégeno
involucrando a R1, K4, E6, E27, K45 y C47. La segunda interfaz consiste del dimero NaD1 y los
mondmeros adyacentes Ill y 1V, formada por puentes de hidrogeno involucrando a N8 del
monomero |, R1, E2 y K17; D31 del monémero Il, R1 y K17; D31 del monémero 11l y N8 del
mondémero V. En dicho trabajo se observo que las interacciones entre los dimeros se repiten
siete veces para permitir el 14-mero formado con 14 moléculas de PIP, en forma de arco, el cual
tiene un radio externo de 90 angstroms (Figura 1.9). Ademas, se caracterizé el efecto de
mutaciones en el reconocimiento a fosfolipidos de NaD1 recombinante y de un par de mutantes,

y se observo un cambio en el perfil de unién a lipidos en ambas mutantes respecto a NaD1 WT
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(Figura 1.9), dichas mutantes redujeron también su actividad antimicrobiana en contra de

Fusarium oxysporum.

rNaD1 rNaD1(R40E) rNaD1(I37F)

EBK sIP
LPC ) PtdIns(3,4)P, .
Ptdins @ PtdIns(3,5)P, .
Ptdins3)P | @ ® [Puins@45)P, . ’
pins@p | @ @ |Pins345)P, e ¢
painssP | @ @ [PA -
PE @ (s
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Figura 1.9. Estructura tridimensional del complejo NaD1-PI (4,5) P2 y perfil de unién a lipidos de NaD1 y
mutantes in vitro. Tomado y modificado de Poon et al. (2014).

Kvansakul et al. (2016), caracterizaron el complejo formado por tres dimeros de NsD7 y seis
moléculas de PA. Dicho complejo, mostré que el interior del complejo lipido-proteina forma una
doble hélice que se alinea a través de una serie de isoleucinas (115 e 137) que se intercalan en
forma de zipper. Dos sitios de union a PA, se describieron: Sitio |, donde los residuos K36 y R39
de dos monémeros NsD7 adyacentes (de diferentes dimeros) forman interacciones iénicas con
el fosfato del PA. Ademas, K36 y R39 de un monémero forman puentes de hidrogeno con el
grupo carbonilo de 115 y K36 respectivamente; el sitio Il, une una segunda molécula de PA al grip
cationico formado por cada dimero NsD7. En este sitio, K4 y H33 de una cadena sencilla forma
interacciones idnicas con el fosfato de PA. K4, también forma un puente de hidrégeno con un

grupo carbonilo en la cadena acilo de PA.

Jarva et al. (2017), resolvieron la estructura cristalografica del complejo NsD7-PIP,. En dicha
estructura NsD7 se encuentra en una configuracion formada por seis dimeros NsD7 y 12
moléculas de PIP,. Cada dimero esta ensamblado via disposiciéon antiparalela de las laminas 3
plegadas en el extremo N-terminal de dos mondomeros, asi como también por puentes de
hidrégeno entre K45y el grupo carboxilo de la C47, y por puentes salinos entre R5 y la estructura
acilo de K1. Las interacciones dimero-dimero comprenden seis puentes de hidrogeno: E6-K17,

N8-D31 y A0-D2. Los dos sitios de union a Pl (4,5) P, en cada dimero son idénticos, donde
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ambos mondmeros estan involucrados en la unién a Pl (4,5) P, via K4 y los residuos 33-40 (los

cuales son parte del y-core KILRR en el asa entre las laminas 2 y $3).

Jarva et al. (2018), observaron que PA tiene contacto con los residuos S35, 137, L38 y R40 de
un dimero de NaD1. Los aminoacidos K36 y R39 de los dimeros adyacentes forman puentes de
hidrogeno con el fosfato a través de 3 moléculas de agua que se conservan en los 14 sitios de
union a PA, a este complejo se le denomino MDC (complejo de disrupcion de membrana). La
formacion del complejo NaD1-PA, muestra a R39 como mediador clave de las interacciones
dimero-dimero y PA. Dentro del complejo de disrupcion de membrana, se identificaron un total
de 7 interfaces dimero-dimero, dichas interfaces se describen en dos tipos Ay B. La interface A,
consiste en las interacciones por uniéon cooperativa con PA y un puente de hidrégeno entre E6
de un dimero y el esqueleto de K17 de un dimero adyacente. En el tipo B, los dos tetrameros en
el arco central, se asocian a través de una red de puentes de hidrogeno que involucra a los
residuos E6-K17 y R40 con los esqueletos de C34 y S35. Ademas, el ensamble del complejo de
disrupcion de membrana, se asocia mediante interacciones hidrofébicas donde 113 y 115 forman
interfaces hidrofobicas continuas. La configuracion de residuos de isoleucina permite en efecto,
la formacién de estructuras tipo cremallera (zipper) de leucina manteniendo el MDC unido y

estable.

1.13. DEFENSINAS DE PLANTAS COMO ANTICANCERIGENOS Y ANTIBACTERIANOS

Se estima que hasta el 2020 (Carratala et al., 2020), se habian identificado o disefiado mas de
5000 péptidos antimicrobianos (naturales y sintéticos), lo cual contrasta con los ocho AMPs
aprobados por la FDA (por sus siglas en inglés, Food and Drug Administration) (Tabla 1.1) hasta
el 2020. Entre los péptidos aprobados, tres son lipoglicopéptidos derivados de la Vancomicina

(Telavancina, Oritavancina y Dalbavancina), para un total de 11.
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Tabla 1.1. Péptidos antimicrobianos aprobados por la FDA. Modificado de Carratala et al. (2020).

Nombre Afio de Nombre de producto Aplicacion Microorganismos
aprobacion
Colistina 1962 Coly-Micins Infeccion Bacterias Gram-
bacteriana negativas
Polimixina B 1964 Poly-Rx Infeccion Bacterias Gram-
bacteriana negativas
Vancomicina 1983 Vancocin Infeccion Bacterias Gram-
bacteriana positivas
Gramicidina D 1995 Neosporin Conjuntivitis Bacterias Gram-
positivas
Bacitracina 1997 Baciim Infeccién en Bacterias Gram-
piel y ojos positivas
Daptomicina 2003 Cubicin Infeccién en Bacterias Gram-
piel por positivas
bacterias
Enfuvirtide 2003 Fuzeon Infeccion HIV-1 Virus
Telavancina 2009 Vibativ Infecciones de Bacterias Gram-
la piel agudas positivas
por bacterias
Telaprevir 2011 Incivo Hepatitis C Virus
Oritavancina 2014 Orbactiv Infecciones de Bacterias Gram-
la piel agudas positivas
por bacterias
Dalbavancina 2014 Dalvance Infecciones de Bacterias Gram-
la piel agudas positivas

por bacterias

Adicionalmente a los datos anteriores, (Moretta et al., 2021) enlistan una serie de AMPs de
diferentes origenes (bacterias, hongos, plantas, insectos, animales y humanos) que se
encuentran entre los ensayos preclinicos y algunos en fase clinica. Erdem Blyukkiraz y Kesmen,
(2022) por su parte describen una lista de 27 péptidos antimicrobianos que se encontraban hasta

en aquel momento en ensayos clinicos (entre fase 1 y IlI).

Con respecto a defensinas, recientemente hay un namero limitado en ensayos clinicos (Tabla
1.2) y otras en ensayos preclinicos de desarrollo. En el caso especifico de defensinas de plantas,
solo figura el Pezadeftide que se encuentra en fase de prueba para su aplicacién clinica. De
acuerdo a Hein et al. (2022) las principales restricciones que impiden la aplicacion de las
defensinas como agentes terapéuticos son: los costos de produccién altos, problemas con la
formulacion y método de aplicacion. Adicionalmente, existen otras consideraciones como la
estabilidad de los péptidos, biodisponibilidad y direccion especifica del blanco en sistemas
bioldgicos (e.g., células). No obstante, de acuerdo a Hein y colaboradores (2022), probablemente
un mayor numero de defensinas entren en breve a la fase de ensayos clinicos. Solo por
mencionar un ejemplo, la defensina Plectasina derivada del hongo Pseudoplectania nigrella que
ha sido utilizada en ensayos preclinicos para el tratamiento de infecciones generadas por

Streptococcus pneumoniae y Staphylococcus aureus en un modelo de infeccion en murinos, ha
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mostrado resultados promisorios que posicionan a esta defensina como un candidato a agente

terapéutico.

Tabla 1.2. Defensinas en desarrollo para aplicaciones clinicas. Modificado de Hein et al. (2022).

Producto Defensina Aplicacion Fase Compaiiia
Pezadeftide Defensina de Infeccion por Fase lla Hexima Limited
planta hongos en ufias (completa)
Fase llb (en
marcha)
Brilacidina Derivado sintético Mucositis Fase 2 completa/ Innovation
de defensina Infeccion en piel Fase 2 completa, 3 Pharmaceuticals
Infeccién por planeada/ Inc./Innovation
COVID-19 Fase 2 completa Pharmaceuticals
Inc./Innovation
Pharmaceuticals
Inc.
Plectasina Defensina de Infecciones Fase preclinica Novozymes
hongo causadas por

Gram-positivas

Varias defensinas de plantas han mostrado actividad sobre una amplia variedad de lineas
celulares tumorales in vitro por ejemplo, la defensina NaD1 sobre células de HCT-116 (cancer
de colon), MCF-7 (cancer de mama), MM170 (melanoma) y HelLa (cancer cervical); defensina
TPP3 sobre células U937 (linfoma monocitico humano); defensina PaDef sobre células MCF-7 y
células K562 (leucemia mieloide); y PvD1 sobre células de cancer de cerebro HBMEC y cancer
de mama MDA-MB-231; aunque la evidencia es limitada, la tendencia es hacia encontrar nuevas
defensinas con esta actividad, en lugar de intentar caracterizar los mecanismos de accion
anticancerigenos de las ya previamente evaluadas (Hein et al., 2022). En ese sentido, la
defensina NoD173 de Nicotiana occidentalis ha demostrado actividad in vivo inhibiendo el
crecimiento de melanomas B16-F1 establecidos en un modelo de raton C57BL/6, comparado
con el control (amortiguador de resuspension del péptido) y una forma inactiva del péptido
(reducido y alquilado) (Lay et al., 2019).

Las defensinas tienen el potencial de ser utilizadas como agentes antimicrobianos y
anticancerigenos, no obstante, se requiere profundizar en los analisis de los mecanismos de
accion, y resolver conceptos como la biodisponibilidad, farmacocinética, estabilidad del péptido,

ensayos de dosis, etc.
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JUSTIFICACION

Entre las actividades mas interesantes de las defensinas de plantas se encuentran: la actividad
antibacteriana y la antifingica, y aunque su potencial para uso en el tratamiento de hongos o
bacterias patdgenas de humanos, animales y plantas es viable, la falta de conocimiento de sus
mecanismos de accion, evita en gran medida su posible transicion de ensayos in vitro a ensayos
clinicos.

Los ensayos de estructura-funcion, no solo ayudan en la identificacibn de determinantes
estructurales con principal participacién en la unién a ligandos lipidicos y en la actividad
antimicrobiana, sino que ademas generan informacién para mejorar el disefio de los péptidos y

para estudiar sus mecanismos de accion.

En este trabajo, se disefié un grupo de mutantes derivadas de J1-1 con base en informacion
estructural disponible de defensinas de Solanaceas. Estos andlisis de estructura-funcién, nos
permiten evaluar como la variacion de aminoéacidos influye en la actividad antibacteriana, la
oligomerizacion y el reconocimiento a fosfolipidos. Por lo tanto, se espera que los péptidos
recombinantes mutantes de J1-1 disefiados, presenten cambios inducidos por las variaciones en
su composicion de aminoacidos, cambiando sus perfiles de reconocimiento a lipido, sus perfiles
de oligomerizacion y su actividad antibacteriana. Los resultados, permitiran establecer una
correlacion entre las determinantes y su funcion en J1-1, ademas de generar informacion nueva

para el disefio racional de otras mutantes.
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HIPOTESIS

Existen determinantes estructurales de la selectividad a fosfolipidos y de la actividad
antibacteriana fuera del loop definido como y-core, en la defensina J1-1 y que afectan su actividad

sobre P. aeruginosa.
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OBJETIVO GENERAL

Identificar determinantes estructurales de la selectividad a fosfolipidos y de la actividad

antibacteriana de la defensina J1-1 de Capsicum chinense.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analizar y disefar in silico las secuencias codificantes de las mutantes de J1-1 con base
en datos estructurales derivados de cristalografia de rayos X de complejos defensina-
lipido.

Obtener de forma recombinante a las variantes de J1-1.

Determinar el perfil de union a fosfolipidos de las variantes de J1-1.

Evaluar el perfil de oligomerizacion de las variantes de J1-1.

o &~ 0N

Evaluar la actividad antibacteriana de las variantes de J1-1 sobre P. aeruginosa y S.

aureus.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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CAPITULO I

2.1. MATERIALES Y METODOS

2.1.1. Vectores de expresioén

La secuencia codificante o CDS (por sus siglas en inglés, coding sequence) de la defensina
recombinante J1-1 de Capsicum chinense fue previamente clonada en el vector denominado
pQE30XarJ1-1, y expresada en bacterias Escherichia coli Origami (Guillén-Chable et al., 2017).
El vector de expresion pQE30 (QIAGEN) tiene 3461 pares de bases, un promotor T5 inducible
con IPTG, un sitio de union a ribosoma, una secuencia que codifica para una etiqueta de
histidinas y un sitio multiple de clonacion para la insercion del ADN de interés. En este trabajo,
se utilizaron los sitios Bam HI y Pst I. Adicionalmente, el vector cuenta con codones en cis
continuo al sitio multiple de clonacion para la terminacion de la traduccion, y un gen de seleccién

para ampicilina.
2.1.2. Disefio de mutantes

El disefio de mutantes en este trabajo se basé en el andlisis de estudios de estructura-funcion
de defensinas de solanaceas (Jarva et al., 2017, 2018; Kvansakul et al., 2016; Poon et al., 2014)
de las cuales se cuenta con estructuras cristalizadas en complejo con lipidos (PDB: 6B55, 5VYP,
5KK4 y 4CQK). En los complejos, se describen determinantes estructurales que participan en la
unién a lipidos y en la estabilidad del dimero y oligobmero, por lo tanto, son importantes para la

actividad antimicrobiana de los péptidos.

En la figura 2.1 se observa un dimero del complejo NaD1-PIP, (complejo formado por 7 dimeros
de NaD1 y 14 moléculas de PIP,), lo que representa un ejemplo del tipo de analisis estructural
gue se realizo en este trabajo para la eleccion de los residuos que se mutaron para la obtencién
de los péptidos mutantes de J1-1. La mutante J1-1_KA45E se disefié para conocer el papel del
residuo cationico en el C terminal de J1-1, la lisina 45 se observé previamente por participar en
la formacion y en la estabilidad del dimero, asi como en la coordinacién de un ion de fosfato en
la interface del dimero OsAFP1 (Ochiai et al., 2020; Jarva et al., 2017; Poon et al., 2014). La
mutante J1-1_KTE esta basada en la importancia de estos tres residuos del N terminal en la
estabilidad del dimero, en la formacién del oligbmero y en el contacto directo observado con
moléculas de PAy PIP;, (Jarva et al., 2017, 2018; Kvansakul et al., 2016; Poon et al., 2014). Por
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altimo, para J1-1_DEF4, se mutaron tres residuos del y-core, lo que derivd en un motivo catiénico
(RGFRRR), el cual ha sido observado previamente en MtDef4 por ser una determinante para la
actividad antifungica y la translocacion del péptido al citosol de Fusarium graminearum (Sagaram
et al.,, 2013). Ademas, residuos cationicos en el y-core de defensinas de solaniceas se han
observado por participar en la coordinacion de moléculas de PA o PIP,, y por contribuir a la

actividad antifingica (Jarva et al., 2017; Poon et al., 2014).

A B
ca7
Kas\\ca7  yp K45
= K45 ca7
{ f~ /o R1 ca7 K45q
H v ."'-'~\)7 5 /
Rl
K

p )
(e /\ o R1 /\_\
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Figura 2.1. Determinantes estructurales del dimero NaD1 en la interaccién con PIP2. A) Determinantes de

la estabilidad del dimero y de la union a PIP2. B) Residuos sefialados en A sin las moléculas de lipido.

La secuencia primaria de J1-1 sin péptido sefial (nUmero de accesiéon: PHT99254.1), se utilizé
como templado a partir del cual se realizaron los cambios estructurales para obtener a las
mutantes propuestas para este trabajo: J1-1_KTE (E4K, A5T y L6E) y J1-1 DEF4 (135R, L39R y
Q40R). J1-1_K45E (Fue previamente obtenida en el grupo de trabajo).

2.1.3. Alineamiento de secuencias peptidicas

Las secuencias de aminoacidos de J1-1 (numero de accesién: PHT99254.1) y mutantes se
utilizaron para generar un alineamiento multiple. El alineamiento mudltiple, se realizé en el

programa Bioedit (https://bioedit.software.informer.com/).

40



CAPITULO I

2.1.4 Anédlisis in silico del péptido J1-1 y mutantes

Las secuencias primarias de los péptidos J1-1 y mutantes (J1-1 _KTE, J1-1 DEF4y J1-1 KA45E),
se utilizaron para hacer una serie de analisis in silico con el objetivo de conocer los siguientes
pardmetros fisico-quimicos: peso molecular, punto isoeléctrico, carga total e indice GRAVY, en
los servidores de ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/) y Peptide Calculator
(https:/lwww.bachem.com/knowledge-center/peptide-calculator).

2.1.5. Determinacion in silico del potencial de superficie

Analisis de potencial de superficie de J1-1 y las mutantes se obtuvieron en el programa PyMOL
utilizando los pardmetros establecidos por el programa.

2.1.6. Sintesis de gBlocks de mutantes de J1-1

Las secuencias codificantes de las defensinas mutantes J1-1_DEF4 y J1-1 KTE, se sintetizaron
en Integrated DNA Technologies (IDT, https://www.idtdna.com/pages). Sitios de restriccion, Bam
HI y Pst | fueron agregados a ambos gBlocks (Fragmento de ADN con el CDS del péptido) en

orientacion 5" y 3" respectivamente, para su posterior clonacion.

2.1.7. Clonacion de los gBlocks mutantes en pGEM-TEasy

Se realiz6 la resuspension de los gBlocks (ADN liofilizado, con la secuencia codificante del
péptido) de las mutantes J1-1 KTE o J1-1 DEF4 siguiendo las instrucciones de los fabricantes
(IDT, Integrated DNA Technologies), seguidamente, se hizo la reaccién de adicién de adeninas
a los gBlocks con la finalidad de acondicionarlos molecularmente para sus respectivas
clonaciones al plasmido pGEM-TEasy. Brevemente, un volumen de 50 pL de reaccion
conteniendo los siguientes componentes: H,O libre de nucleasas, amortiguador thermopol (10
X), dATP (2 mM), gBlock (10 ng/uL) y Taq DNA polimerasa (5U/pL), se incubaron por 2 minutos
a 68 °C.

Posteriormente se hicieron reacciones de ligacion de cada gBlock (J1-1_KTE o J1-1_DEF4) con
el plasmido pGEM-TEasy, siguiendo las recomendaciones de los fabricantes. En un volumen de
20 pL, se adicion6 H.0 libre de nucleasas, amortiguador de ligacién 2X, plasmido pGEM-TEasy,
gBlock (J1-1_KTE 0 J1-1_DEF4) y DNA ligasa T4. La reaccion se incubd a 4 °C durante toda la
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noche. Finalmente, un volumen de 5 pL se utilizé para transformar cepas de E. coli DH5a por
choque térmico. Las células se plaquearon en medio LB agar adicionado con X-Gal, IPTG y

ampicilina a 100 pg/mL y se incubaron a 37 °C toda la noche.

2.1.8. Digestién de los plasmidos pGEM-TEasy_J1-1_KTE y pGEM-TEasy_J1-1_DEF4

Colonias de células de E. coli DH5a previamente transformadas con pGEM-TEasy_J1-1_KTE o
pGEM-TEasy_J1-1_DEF4, se analizaron mediante PCR utilizando el par de oligonucle6tidos
universales Fw_T7 (5-GCA ATT AAC CCT CAC TAA AGG-3’) y Rev_SP6 (5-ATT TAG GTG
ACA CTA TAG-3’), bajo las siguientes condiciones: 5 minutos a 95 °C, 30 ciclos de 1 minuto a
95 °C, 50 segundos a 55 °C y 50 segundos a 68 °C, con una extension final de 5 minutos a 68
°C. Las colonias positivas, se seleccionaron para crecer en medio LB adicionado con ampicilina
(100 pg/mL). El medio saturado durante la noche, fue utilizado para purificar plasmido mediante
el método explicado brevemente a continuacion: el medio se centrifugé a 12,000 rpm en
microtubos, el sobrenadante obtenido se desechd. Las pastillas obtenidas se resuspendieron en
la solucién 1 (25 mM de Tris-HCl a pH 8, 10 mM de EDTA y 50 mM de glucosa) + RNAsa a 10
mg/mL. Después de incubar por 5 minutos, se adicioné la solucién 2 (0.2 M de NaOH y 1% de
SDS), con la que se homogenizo y se incubd por 5 minutos. Posteriormente, se adicioné la
solucion 3 (3M de acetato de potasio + 11.5% de acido acético y 28.5 mL de agua), con la que
se incubd por 5 minutos en hielo. A continuacién, se centrifugé a 12,500 rpm por 20 minutos y el
sobrenadante se recupero, para ser tratado con dos volimenes de etanol al 100%. La solucion
previa se centrifugd a 12,500 rpm y el sobrenadante se desechd. Posteriormente la pastilla se
trat6 con etanol al 70% y se centrifug6 a 12,500 rpm, el sobrenadante se desechd. Finalmente,
la pastilla se incub6 a temperatura ambiente (TA) para que los restos de etanol se evaporaran,

seguidamente el ADN plasmidico se resuspendié en H,O libre de nucleasas.

Los plasmidos purificados mediante el método previamente descrito, fueron digeridos con las
enzimas de restriccion Pstl y BamHI (enzimas de NEB, New England BioLabs). La reaccién se
realiz6 en un volumen de 100 pL, y se compuso de la siguiente forma: 10 pL de amortiguador #3
de NEB, 2 L de la enzima correspondiente, 87 pL de plasmido purificado (dilucién 1:50) y 1 L
de BSA (stock 100 X). La reaccion se incub6 a 37 °C durante toda la noche. En paralelo, el
plasmido pQE30 fue también digerido con las enzimas citadas para prepararlo para la ligacion
de los insertos liberados de los plasmidos pGEM-TEasy J1-1 KTE o pGEM-TEasy_J1-1_DEF4.
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Clones de los pladsmidos pGEM-TEasy_J1-1 KTEy pGEM-TEasy J1-1 DEF4, se secuenciaron

en el Instituto de Biotecnologia de la UNAM (Universidad Nacional Autbnoma de México).

2.1.9. Construccién de los plasmidos de expresion pQE30_J1-1_ KTEy pQE30_J1-1_DEF4

Los plasmidos digeridos previamente (ver 2.1.8), se separaron en un gel de agarosa al 1.5% y
las bandas correspondientes al peso molecular de cada inserto liberado se escindieron de los
geles con bisturi estéril. La purificacion de los insertos y el plasmido pQE30 se realizé con el kit
comercial “Zymo Clean Gel DNA Recovery de Zymo Research”, siguiendo las instrucciones de
los fabricantes. Brevemente, las bandas de gel cortadas, se colocaron en microtubos donde se
agregaron tres volimenes del amortiguador ADB a cada tubo, seguidamente se incubaron a 37-
55 °C por 5 a 20 minutos hasta que el gel se disolvié totalmente. La agarosa totalmente fundida
se transfiri6 a columnas Zymo-spin y estas a su vez, se colocaron en tubos de colecta. A
continuacion, se centrifugo por 30-60 segundos a velocidad maxima y se descartaron los
sobrenadantes. Luego se agregaron 200 puL de amortiguador “wash” a cada columna y se
centrifugaron por 30 segundos, los sobrenadantes se desecharon. Este Ultimo paso de lavado,
se repitid una vez mas. Finalmente se agreg6 un volumen de 30 pL de amortiguador de “elucion”
a cada columna, y las columnas se colocaron en microtubos nuevos y estériles, donde se

centrifugd por 30 segundos a maxima velocidad para eluir los insertos y el plasmido purificado.

Los insertos purificados, se ligaron al vector pQE30 en reacciones independientes de 20 pL, que
incluyeron el amortiguador T4 ligasa de NEB (10 X), el inserto purificado, plasmido purificado
pPQE30 y enzima T4 ligasa de NEB. Las reacciones se incubaron a 4 °C por toda la noche, y

seguidamente se usaron para transformar E. coli DH5a mediante choque térmico.

Colonias transformadas con ambos plasmidos, se utilizaron para saturar medio de cultivo a partir
del que se extrajeron plasmidos mediante el método de extraccion de plasmido descrito
anteriormente. Los plasmidos extraidos sirvieron como templado para reacciones de PCR
realizadas con los oligonucleotidos Fw pQE30 (5-TGA GCG GAT AAC AAT TTC AC-3’) y Rev
pPQE30 (5-GTT CTG AGG TCA TTA CTG G-3’). Las condiciones del termociclador fueron las
siguientes: Desnaturalizacion a 95 °C por 1 minuto, 34 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 50 °C
por 30 segundos y 72 °C por 25 minutos, un paso de extension final de 72 °C por 5 minutos. Las

clonas positivas, se enviaron a secuenciar por ambos sentidos a Macrogen, Inc (Corea del Sur).
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2.1.10. Expresion recombinante de J1-1 y mutantes

Células de Escherichia coli Origami fueron transformadas por choque térmico con los plasmidos
recombinantes pQE30-J1-1, pQE30-J1-1 K45E, pQE30-J1-1 KTE, o pQE30-J1-1 DEF4
previamente secuenciados. Una colonia aislada de cada evento de transformacion se colocé en
medio LB adicionado con ampicilina (100 ug/mL) a 37 °C y 150 rpm durante toda la noche. Para
iniciar los cultivos de induccion, se tomaron volimenes de 5 mL y se adicionaron a volimenes
de 1000 mL de medio LB mas ampicilina y se incubaron a 37 °C y 200 rpm. La densidad Optica
del cultivo se evalu6 a 600 nm hasta alcanzar 0.5, punto en el que se tomaron muestras
correspondientes al cultivo sin inducir, al resto del cultivo se le adicioné IPTG a concentracion

final de 0.5 mM. EI cultivo se mantuvo a 200 rpm y 37 °C por 16 horas.

2.1.11. Purificaciéon de péptidos recombinantes
Purificacién de proteinas por cromatografia de afinidad (Ni-NTA)

Después del tiempo de induccién, los cultivos se centrifugaron a 8000 rpm y el sobrenadante se
desechd. Las pastillas formadas se lavaron un par de veces con un amortiguador de Tris-HCl a
50 mMy pH de 7.5 (Amortiguador 1). Seguidamente, las pastillas se resuspendieron en el mismo
amortiguador y se sonicaron utilizando un programa de 8 minutos con periodos de 40 segundos
ON vy 20 segundos OFF, con una amplitud del 40%. Al terminar la sonicacion, se centrifugo todo
el material sonicado a 8000 rpm por 10 minutos. Se recuperd la fraccién soluble y las pastillas
(fraccidn insoluble). 3 mL de resina Ni-NTA Superflow se equilibraron con el amortiguador 1
conteniendo 15 mM de imidazol. Particularmente para los péptidos J1-1 KTE y J1-1 DEF4 se
tomé un volumen de ~ 7 mL del extracto soluble y se coloc6 en interaccién con la resina
previamente equilibrada. En contraste, las fracciones insolubles de J1-1 y J1-1 KA45E, primero
se solubilizaron con el amortiguador 1 adicionado con cloruro de guanidina a 6 M. Después de
la solubilizacion, las mezclas se centrifugaron y el sobrenadante se recuperé y a continuacion,
se coloco en interaccidén con una resina equilibrada con amortiguador 1 + cloruro de guanidina 6
M + 15 mM de imidazol.

La elucién de los péptidos se realizd, variando la concentracion de imidazol. J1-1_KTE y J1-
1 DEF4, se eluyeron con el amortiguador 1 y concentraciones de imidazol de 0.25 M o0 0.5 M.

Estos péptidos fueron los que se utilizaron en los ensayos de reconocimiento a lipidos. En
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contraste, para J1-1 y J1-1 KA45E se us6 el amortiguador 1 adicionado con guanidina 6 M y

concentraciones de imidazol de 0.3, 0.7 0 1 M.
Purificacién por HPLC de fase reversa (HPLCeR)

El segundo paso de purificacion de los péptidos recombinantes, se hizo solo con las fracciones
purificadas por Ni-NTA de J1-1 y J1-1 KA45E en un equipo Agilent 1100 series HPLC value
system. Para este segundo paso de purificacion de fase reversa, se utilizé6 una columna semi
preparativa Cig (5C1sMS, 10 x 250 mm Nacalai-Tesque Japan). Las fases moviles fueron A (Acido
trifluoroacético 0.1 % en agua) y B (Acido trifluoroacético 0.1 % en acetonitrilo). El método de
purificacién consistié en un gradiente que inicié a los 10 minutos y fue de 10 hasta un 100 % del
solvente B, con flujo constante de 1.5 mL? en un tiempo total de 30 minutos. Fracciones
purificadas de J1-1 y J1-1_K45E fueron secadas al vacio y resuspendidas en agua estéril. Estos
péptidos fueron los que se utilizaron en los ensayos de reconocimiento a lipidos, ensayos de
oligomerizacion y en los ensayos de actividad antibacteriana (articulo de investigacion).

Paralelamente la masa de J1-1_KA45E, se determin6 mediante espectrometria de masas en el
departamento de servicios de protedmica del Instituto de Biotecnologia de la UNAM (Universidad

Nacional Autbnoma de México).
2.1.12. Perfiles de los péptidos purificados en SDS-PAGE

Los perfiles de los péptidos recombinantes purificados, se observaron en geles de poliacrilamida
desnaturalizantes y de condiciones reductoras al 15% de concentracion. La electroforesis se
realizé a 120 volts. Las proteinas estandares de peso molecular empleadas corresponden a
Prestained SDS-PAGE Standars, broad range (BIO-RAD) y marcadores de amplio rango (# 3437,
Sigma). Los geles se transfirieron a membranas de PVDF (Fluoruro de polivinilideno) para la
inmunodeteccién de los péptidos o se tifieron con Coomassie R-250 Brilliant Blue (10% acido
acético + 40% de metanol) durante toda la noche. Los geles se destifieron con una solucién de

acido acético y metanol al 10 y 40% respectivamente.

Para observar con mayor sensibilidad los perfiles de los péptidos recombinantes en los SDS-
PAGE, se utilizé la tincion con nitrato de plata (Heukeshoven y Dernick, 1985). Después de la
electroforesis de proteinas, el gel se colocé en una solucion de fijacibn compuesta de metanol
(25%), acido acético (10%) y formaldehido (0.075%) por 60 minutos a TA. Seguidamente,

lavados con metanol al 30% y en agitacién constante fueron realizados. Después de los lavados,
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el gel se coloco en una solucién de tiosulfato de sodio al 0.02% por 1 minuto. A continuacioén, el
gel se incubd en una solucién de nitrato de plata al 0.2% y 0.075% de formaldehido por 20
minutos en oscuridad. Después del tiempo de incubacién el gel se lavé con agua destilada y
finalmente se reveld en una solucion de carbonato de sodio anhidro al 6%, formaldehido al 0.05%
y tiosulfato de sodio al 0.02%. La reaccion se realizd en agitacion constante a TA y se detuvo

con una solucion de metanol al 25% y acido acético al 10%.

2.1.13. Western blot con el anticuerpo policlonal anti-J1

SDS-PAGEs se transfirieron a membranas de PVDF (Polifluoruro de vinilideno) en una camara
hameda con un amortiguador compuesto de Tris (25 mM), glicina (192 mM) y metanol (20%) a
pH de 8.3, a un voltaje de 30 volts por 15 horas. La inmunodeteccién se realizé de la siguiente
manera: después de la transferencia, la membrana se bloque6 con un amortiguador TBS-T 1X
(Tris 20 mM, pH 7.6 + NaCl a 150 mM + Tween 20 al 0.1%) méas BSA al 3% (Sigma A 7906 St.
Louis, MO) y se incubé por 60 minutos a TA y agitacion constante. A continuacion, se deseché
el amortiguador de bloqueo y se lavé un par de veces a TA con amortiguador TBS-T 1X.
Seguidamente, una dilucién de anti-J1-1 (anticuerpo generado previamente en el laboratorio,
dilucién 1:10,000) en TBS 1X (Tris 20 mM, pH 7.6 + NaCl a 150 mM) se agregé a la membrana
por 30 minutos a TA, al finalizar se hicieron un par de lavados con TBS-T 1X. El anticuerpo
secundario fue un anti-conejo acoplado a HRP (dilucién 1:10,000; Sigma -Aldrich 32160702), el
cual se agreg6 a la membrana y se incub6 por 20 minutos. Posteriormente, se realizaron un par
de lavados con TBS-T 1X para finalmente revelar la sefial de quimioluminiscencia con el reactivo
Immobilon Western Chemiluminescent HRP substrate (Millipore corporation) siguiendo las
indicaciones de los fabricantes. La sefial fue detectada y digitalizada en un ChemiDoc™ MP
Imaging System (BIO-RAD).

2.1.14. Cuantificacion de proteinas

Los péptidos purificados por cromatografia de afinidad Ni-NTA (J1-1_KTE y J1-1 _DEF4) y
HPLCkr (J1-1y J1-1_KA45E), se cuantificaron por el ensayo Bradford. Brevemente, diluciones del
péptido purificado se agregaron a tubos de ensayo, donde se adicioné H,O bidestilada hasta
alcanzar un volumen de 0.8 mL. Seguidamente se agregé 0.2 mL de reactivo de Bradford
(Bradford, 1976). La absorbancia de la mezcla resultante se obtuvo a 595 nm. La concentracion

de péptido en las muestras se determiné por interpolacion del valor de la absorbancia en la curva
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de referencia, cuyos valores de absorbancia fueron generados a partir de concentraciones

conocidas de albumina sérica bovina (Bradford, Bio-Rad Protein Microassay, # cat. 5000001).

2.1.15. Analisis de la interaccién péptido-lipido in vitro

Las interacciones péptido-lipido, se realizaron en membranas P-6001 PIP (membranas de
nitrocelulosa de 2 x 6 cm) precargadas con 100 pmol de ocho fosfoinositidos y otros siete lipidos
de importancia biolégica (Echelon Biosciences, Salt Lake City, UT). Los lipidos son: Acido
lisofosfatidico (LPA), Lisofosfocolina (LPC), Fosfatidilinositol (Ptdins), Fosfatidilinositol-3-fosfato
(PtdIns (3) P), Fosfatidilinositol-4-fosfato (Ptdins (4) P), Fosfatidilinositol-5-fosfato (Ptdins (5) P),
Fosfatidiletanolamina(PE), Fosfatidilcolina (PC), Esfingosina 1-fosfato(S1P), Fosfatidilinositol-
3,4-bisfosfato (Ptdins (3,4) P»), Fosfatidilinositol-3,5-bisfosfato (Ptdins (3,5) P.), Fosfatidilinositol-
4,5-bisfosfato (Ptdins (4,5) P»), Fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato (Ptdins (3,4,5) Ps), Acido
fosfatidico (PA) y Fosfatidilserina (PS). El revelado de las interacciones de J1-1 y sus mutantes
con los lipidos, se realiz6 de forma similar al revelado del Western blot previamente descrito, con
una variante que consistié en agregar 1 pg/mL del péptido correspondiente en amortiguador TBS
1X (Tris 20 mM, pH 7.6 + NaCl a 150 mM) e incubar por 30 minutos a TA, justo después de retirar
la solucién de bloqueo de la membrana y de un par de lavados con TBS-T 1X. Seguidamente,
se retird la solucién con el péptido, y se lavd un par de veces con TBS-T 1X y se continuo de
manera similar a lo descrito para el Western blot con la inmediata aplicacion del anticuerpo anti-
J1-1.
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CAPITULO 1l

3.1. RESULTADOS

3.1.1. Caracteristicas fisico-quimicas de J1-1 y mutantes.

Los péptidos utilizados en este trabajo tienen longitudes de 64 (J1-1 y J1-1 K45E) y 60 amino
acidos (J1-1_KTE y J1-1 DEF4) que corresponden a la suma de las regiones maduras de los
péptidos y los residuos fusionados en el N-terminal, y que son necesarios para la purificacién por
Ni-NTA (Figura 3.1. A). Entre las propiedades que se evaluaron in silico para cada uno de los
péptidos fueron: punto isoeléctrico con valores entre 8.19 y 9.33, carga total a pH 7 con valores
guevande 2.19a7.19y el indice GRAVY (Grand Average of Hydropathy) -0.702 a -0.427 (Figura
3.1. B). Siendo este ultimo un parametro de la polaridad del péptido, si el valor es positivo el

péptido es polar, en contraste, si el valor es negativo el péptido es considerado de naturaleza no

polar.
A
10 20 30 40 50 60
T T I L [ BRI | P I T T i B I,
BxHis_J1-1 MRGSHHHHHHGS | EGRKICEALSGNFKGLCLSSRDCGNVCRREGFTDGSCIGFRLQCFCTKPCA 64
6xHis_J1-1_K45E MRGSHHHHHHGS |IEGRKICEALSGNFKGLCLSSRDCGNVCRREGFTDGSCIGFRLQCFCTEPCA 64
6xHis_J1-1_KTE MRGSHHHHHHGS - - - -KICKTESGNFKGLCLSSRDCGNVCRREGFTDGSCIGFRLQCFCTKPCA 60
6xHis_J1-1_DEF4 MRGSHHHHHHGS - - - -KICEALSGNFKGLCLSSRDCGNVCRREGFTDGSCRGFRRRCIFCTKPCA 60
- -
B l
Péptido Peso molecular Punto isoeléctrico Carga totalapH 7 indice GRAVY
6xHis_J1-1 7050.05 Da 8.75 4,19 -0.433
6xHis_J1-1_KA45E 7050.99 Da 8.19 2.19 -0.427
6xHis_J1-1_KTE 6639.58 Da 8.93 5.19 -0.567
6xHis_J1-1 DEF4 6708.65 Da 9.33 7.19 -0.702

Figura 3.1. Estructura primaria y caracteristicas fisico-quimicas de los péptidos recombinantes. A)
Alineamiento de aminoacidos de J1-1 y mutantes; B) Propiedades fisico-quimicas de los péptidos. En A, a
la derecha el numero de amino &cidos en cada péptido y abajo, el patrén de enlaces disulfuro caracteristico
en defensinas de plantas (C1-C8, C2-C5, C3-C6 y C4-C7).

3.1.2. Potencial de superficie de J1-1 y mutantes

Los resultados del andlisis de potencial de superficie en los péptidos, mostrd variaciones en la

distribucion de los patrones de carga, lo cual era esperado debido a las diferencias en las
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secuencias de aminoacidos de cada péptido. Se observé que existe mayor densidad de carga

positiva en las mutantes J1-1 KTE y J1-1 DEF4 comparado con J1-1 (Figura 3.2).

J1-1

J1-1_KTE J1-1_DEF4

Figura 3.2. Potencial electrostatico de superficie en J1-1 y mutantes. Codigo de colores: Azul, carga

positiva; rojo, carga negativa y blanco, carga neutra.

3.1.3. Obtencion de plasmidos pGEM-TEasy_J1-1 KTE y pGEM-TEasy_J1-1 DEF4

Los analisis de PCR a partir de plasmidos purificados de colonias transformadas previamente
con pGEM-TEasy_J1-1 KTE o pGEM-TEasy_J1-1_DEF4, amplificaron productos de 300 pb, lo
cual equivale al tamafio del amplicon esperado (Figura 3.3).
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Amplicones.11-1_KTE B Amplicones J1-1_DEF4

i 1 |

1 Control 1" contior
1kb 1 2 3 4 5 6 7 8 9 4 v 1|q;.1234567890m;;"s’;3=>

Oligonucledtidos R

Rev: SP6

Figura 3.3. Amplificacién de secuencias mutantes de J1-1 a partir de plasmidos pGEM-TEasy. Geles de
agarosa al 1%, amplicones de J1-1 KTE (A) y J1-1_DEF4 (B). Parte superior: 1 Kb, marcador de peso
molecular; 1-10, ADN templado (plasmido purificado de colonias previamente transformadas con el
plasmido correspondiente). Oligonucleétidos utilizados: forward T7 y como reverso SP6.

Los resultados de secuenciacion de los plasmidos pGEM-TEasy J1-1 KTE y pGEM-TEasy_J1-
1 DEF4, confirmaron la clonacién de las secuencias de nucledtidos codificantes de las mutantes.
Cada ADN clonado tiene sitios para corte con enzimas de restriccion (Bam Hl y Pst 1) y la
secuencia codificante del péptido mutante. En la figura 3.4 se observan las secuencias
codificantes de los péptidos clonados en los plasmidos pGEM-TEasy. Estas clonas, sirvieron

como templados para la sub clonacién en el vector de expresion pQE30.
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>pGEM-TEasy Jl-1 KTEl REV

CTRTTGCATGCTCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGAT T T TAAGCACAGGGCTTCGTGCAGA
AGCATTGAAGACGGAATCCAATGCAAGAGCCATCGGTARATCCCTCTCTACGGCAAACATTACCACAATCGCG
GCTACTAAGGCACAACCCCTTGAAGTTGCCGCTCTCCGTCTTGCATATTT T A~ TCACTAGTGAATTC

>pGEM-TEasy J1-1 DEF4 1 Rev

CRTGCATGCTCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGAT Tl T TAAGCACAGGGCTTCGTGCAGAAG
CATCGACGACGGAATCCACGGCAAGAGCCATCGGTAAATCCCTCTCTACGGCARACAT TACCACAATCGCGGE
TACTAAGGCACAACCCCTTGAAGTTGCCGCTCAACGCCTCGCATATT T T ~TCACTAGTGAATTCGC

Figura 3.4. Resultados de secuenciacion de los plasmidos pGEM-TEasy. A) Secuencia del plasmido
pGEM-TEasy J1-1 KTE (A). B) pPGEM-TEasy_J1-1_DEF4. En rojo, los sitios de restriccion (Bam HI o Pst
1); en amarillo, la secuencia codificante de los péptidos péptidos maduros.

3.1.4. Obtencién de los plasmidos de expresion pQE30_J1-1 KTEy pQE30_J1-1 DEF4

El vector pQE30 y los gBlocks con las secuencias codificantes de J1-1 KTE o J1-1_DEF4
digeridos con BamHI y Pstl, se analizaron en un gel de agarosa al 1.5% (Figura 3.5). Bandas
correspondientes a pesos moleculares de ~ 3 kb, ~ 250 pb y ~ 250 pb fueron observadas en el
gel para pQE30, J1-1 KTE y J1-1 DEF4 respectivamente.

12,000
5,000

2,000
1,650

1,000

650
500
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Figura 3.5. Purificacion de vector pQE30 e insertos J1-1 KTE o J1-1 DEF4 previamente digeridos con
enzimas de restriccién. Gel de agarosa al 1.5%. Parte superior: 1 kb, marcador de peso molecular; 1,
vector pQE30 purificado; 2, J1-1_KTE purificado; 3, J1-1 DEF4 purificado.
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El vector y los gBlocks digeridos, se purificaron y se ligaron a como se describe en 2.1.9,
seguidamente células de E. coli DH5a se transformaron por choque térmico. A partir de colonias
aisladas se extrajo plasmidos, y se usaron para amplificacién por PCR de los insertos de J1-
1 KTE y J1-1 DEF4. Por electroforesis en geles de agarosa al 1.5%, se observaron los
amplicones de 377 pb correspondiente a cada gen (Figura 3.6). De las 7 clonas de pQE30-J1-
1_KTE analizadas, todas resultaron positivas. En contraste, las construcciones conteniendo J1-
1 DEF4, solo las clonas 1y 2 fueron aceptadas como positivas. Paralelamente plasmido pQE30
vacio (sin las secuencias codificantes de las mutantes), se utiliz6 como templado en reacciones

de PCR obteniendo amplicones de 203 pb.

A Amplicones J1-1_KTE B Amplicones J1-1_DEF4

| A
) — [ | coes
1Kb1 2 3 4 5 6 753 1Kb1 2 4 5 6 7 8 9 10 Lado

12,000
5,000

2,000
1650
STPD 1,000
450
500
3 i
202pb

203pb

Fw: pQE30

Oligonucledtidos
9 Rev: pQE30

Figura 3.6. Amplificacion a partir de vector pQE30 del inserto J1-1_KTE o0 J1-1_DEF4. Geles de agarosa
al 1%. A) Amplicon de J1-1_KTE. B) Amplicon de J1-1_DEF4. Parte superior: 1 Kb, marcador de peso
molecular; 1-7 0 1-10, productos de PCR. Oligonucle6tidos forward pQE30 y reverso pQE30, se usaron en

la reaccién de PCR.

Los resultados de secuenciacion de los vectores pQE30 J1-1 KTE y pQE30 J1-1 DEF4
confirmaron la clonacion de los fragmentos de ADN codificantes en el vector de expresion pQE30
(Figuras 3.7 y 3.8), también se confirmo la conservacion del marco de lectura de otros elementos

en cis necesarios para la expresion y purificacion de los péptidos recombinantes.
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>PQE30 J1-1 KTEl Fw

GATGAGGAGGAGATTAACTATGAGAGGATCGCATCACCATCACCATCACEENINE 2 2ATA

TGCAAGACGGAGAGCGGCAACTTCAAGGGGTTGTGCCTTAGTAGCCGCGATTGTGGTAATG
TTTGCCGTAGAGAGGGATTTACCGATGGCTCTTGCATTGGATTCCGTCTTCAATGCTTCTG
CACGAAGCCCTGTGCTTAANNEEEE CCAAGCTTAATTAGCTGAGCTTGGACTCCTGTTGAT

BxHis_J1-1_KTE

MRGSHHEHHAREK I CKTESGNFKGLCLSSRDCGNVCRREGFTDGSCIGFRLQCFCTKPCAS
top

Figura 3.7. Secuencia del plasmido pQE30 conteniendo la secuencia codificante de la mutante J1-1_KTE.
A) Secuencia de nucleétidos de J1-1_KTE en el vector pQE30. B) Residuos aminoacidicos del péptido de
fusion. En negritas, coddn de inicio de la traduccion (ATG) y terminacién (TAA, TAG y TGA); verde, etiqueta
de histidinas; rojo, sitios de restriccion Bam HI y Pst I; amarillo, secuencia codificante de J1-1_KTE; azul,

sitios mutados respecto a J1-1.

>PQE30 J1-1 DEF4.2 Fw

GAATAATAGGAGGAGAATTAACTATGAGAGGATCGCATCACCATCACCATCACEENNNE ~ ~

AATATGCGAGGCGTTGAGCGGCAACTTCAAGGGGTTGTGCCTTAGTAGCCGCGATTGTGGT
AATGTTTGCCGTAGAGAGGGATTTACCGATGGCTCTTGCEEEGGATTCCGTCGTCGATGCT
TCTGCACGAAGCCCTGTGCTTAANMEEE CCAAGCTTAATTAGCTGAGCTTGGACTCCTGT

6xHis_J1-1_DEF4
MRGSHEHHRERK 1 CEALSGNFKGLCLS SRDCGNVCRREGFTDGSCRGFRRRCFCTKPCAS
top

Figura 3.8. Secuencia del pldsmido pQE30 conteniendo la secuencia codificante de la mutante J1-
1 DEF4. A) Secuencia de nucleétidos de J1-1_DEF4 en el vector pQE30. B) amino acidos que componen
el péptido de fusién. En negritas, coddn de inicio de la traduccion (ATG) y terminacion (TAA, TAG y TGA);
verde, etiqueta de histidinas; rojo, sitios de restriccion Bam HI y Pst I; amarillo, secuencia codificante de

J1-1 DEF4; azul, sitios mutados respecto a J1-1.

3.1.5. Péptidos recombinantes purificados por Ni-NTA y HPLCrr e inmunodeteccion con el

anticuerpo policlonal anti-J1-1

Los péptidos recombinantes (J1-1, J1-1_K45E, J1-1 KTE y J1-1 DEF4), se purificaron por
cromatografia de afinidad a través de Ni-NTA (Figura 3.9) siguiendo la metodologia previamente
reportada por Guillén-Chable et al., (2017), con modificaciones para J1-1_KTE (Figura 3.9 C) y
J1-1_DEF4 (Figura 3.9 D).
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Andlisis de los perfiles de péptidos purificados se observaron en geles de poliacrilamida al 15%.
Bandas de ~6.5, ~14.4 y ~21.5 kDa se observaron en los carriles del 6 al 9 de la purificacion por
afinidad (Ni-NTA) de J1-1y J1-1 K45E (Figura 3.9, Ay B). Las bandas observadas corresponden
a las formas monomeéricas, diméricas y triméricas de cada péptido. En el caso de la purificacion
por afinidad de los péptidos J1-1_KTEy J1-1 DEF4, bandas con pesos equivalentes a las formas
previamente descritas no fueron observadas. En las eluciones de J1-1 KTE y J1-1 DEF4
obtenidas con 250 mM de imidazol (Figura 3.9, C y D carriles # 5) se observé un patron de bandas
de amplio peso molecular con la mayor abundancia de proteinas comparada a las eluciones
restantes (carriles 6 al 8), se identific6 una banda mayoritaria entre los 45 y 66.2 kDa. Estos
perfiles no fueron claros al momento de concluir si se habian expresado y purificado a ambos
péptidos recombinantes, pues en las eluciones observadas en los carriles 5 (Figura 3.9, C y D)
se observaron igualmente algunas bandas de peso molecular bajo (entre 6.5 y 21.5 kDa) que
putativamente podrian corresponder a los péptidos purificados.
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Figura 3.9. Perfiles de purificacion por Ni-NTA de los péptidos recombinantes. A) J1-1; B) J1-1_K45E; C)
J1-1_KTE y D) J1-1_DEF4. Parte superior (J1-1): kDa, marcador de peso molecular; 1, fraccion insoluble
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no inducida; 2, fraccion soluble inducida; 3, fraccién insoluble inducida; 4, extracto solubilizado; 5, fraccion
no unida; 6, elucion con 300 mM de imidazol; 7, elucién con 700 mM; 8, elucién con 700 mM; 9, elucidn
con 1 M de imidazol. Parte superior (J1-1_K45E): eluciones 6-9 se obtuvieron con concentraciones
idénticas de imidazol de 300 mM a 1 M de imidazol utilizadas para la elucién de J1-1. Parte superior (J1-
1 KTE y J1-1_DEF4): kDa, marcador de peso molecular; 1, fraccion soluble no inducida; 2, fraccién no
unida; 3, lavados de columna; 4, eluciéon con 250 mM de imidazol; 5, elucién con 250 mM; 6, elucién con

250 mM; 7, elucién con 500 mM; 8, elucién con 500 mM.

Debido a que en el andlisis por SDS-PAGE de los péptidos J1-1 KTE y J1-1 DEF4 no se observé
un perfil concluyente, se realiz6 tincién con nitrato de plata del SDS-PAGE conteniendo las
eluciones con 250 mM de imidazol de ambos péptidos (Figura 3.10). El principio del uso de esta
tincién fue porque es un método con mayor sensibilidad en la deteccién, es decir, en caso de
haber proteina que no alcanzara el limite de deteccién con la tincion con Coomassie, muy
probablemente seria posible identificarla con este método. En efecto, se observé una banda que
probablemente corresponde al dimero de J1-1_KTE (Figura 3.10, carril 2). En contraste, dos
bandas con la masa molecular aparente del dimero J1-1_DEF4 (~14 kDa) se observaron en los
carriles 4 y 5. A partir de estos resultados, se propuso realizar ensayos de Western blot con las

eluciones mostrando la presencia del dimero putativo.

kDa 1 2 3 4 5 6

66

TS5 2ol
14 o — —b;.——'_
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Figura 3.10. Purificacién por Ni-NTA de J1-1_KTE y J1-1_DEF4. Parte superior: kDa, marcador de peso
molecular; 1-3, fracciones de J1-1_KTE eluidas con 250 mM; 4-6, J1-1 DEF4 eluidas con 250 mM de

imidazol. Flechas moradas, indican la presencia de bandas de proteinas correspondientes al dimero de

-

cada péptido.
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El perfil de los péptidos purificados por Ni-NTA (J1-1_KTE y J1-1 DEF4) y HPLCg (J1-1y J1-
1 KA45E) se observaron por SDS-PAGE al 15% (Figura 3.11) y se inmunodetectaron con un
anticuerpo policlonal anti-J1-1 (Dilucién 1:10,000). En el andlisis en gel, se observa la proteina
BSA en el carril 1, monémero, dimero y trimero de J1-1 y J1-1 KA45E en los carriles 2 y 3
respectivamente con pesos moleculares de ~7, ~14 y ~21 kDa. En el carril 4 correspondiente a
J1-1_KTE se observa una escalera de proteinas con diversos pesos moleculares que van de
menor a mayor masa, y donde la banda més prominente es la ubicada entre 40 y 55 kDa. En el
carril 5 para J1-1_DEF4, se observo un perfil distinto al observado para los demas péptidos. Es
importante sefialar, que las eluciones de J1-1_KTE y J1-1_DEF4 usadas para el Western blot,
fueron las que se analizaron previamente en el gel tefiido con nitrato de plata, y en las que se

observo la presencia de los dimeros.

En el ensayo de Western blot, se detecté el mondmero, dimero y trimero de J1-1 (Figura 3.11 B,
carril 2) y J1-1_KA45E (Figura 3.11 B, carril 3). Para J1-1_KTE, se observo el monémero, dimero
y trimero (carril 4), aunque aparentemente, J1-1_KTE fue también inmunodetectada en formas
oligoméricas de mayor masa molecular. En J1-1 DEF4, se observaron sefiales débiles de
posiblemente bandas correspondientes al dimero y trimero (carril 5), ademas de otras bandas
con mayor sefial que fueron también observadas en el perfil de inmunodeteccién de J1-1 KTE.
De acuerdo con estos resultados, se decidié continuar con la caracterizacién del péptido J1-
1 KA45E (ver articulo en la seccién de anexos). J1-1 KTE y J1-1 DEF4 purificados por Ni-NTA,

solo se utilizaron para explorar su perfil de unién a lipidos.

Figura 3.11. Inmunodeteccién de los péptidos recombinantes con el anticuerpo anti-J1-1. A) SDS-PAGE.
B) Western blot. Parte superior: kDa, marcador de peso molecular; 1, albumina sérica bovina; 2, J1-1
(HPLCrr); 3, J1-1_KA45E (HPLCkr); 4, J1-1_KTE (Ni-NTA); 5, J1-1_DEF4 (Ni-NTA).
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3.1.6. Analisis de interaccidn lipido-péptido in vitro

El perfil de unién a lipidos de J1-1 fue previamente caracterizado. J1-1 se une a Ptdins
monofosfatos, Ptdins bisfosfatos, Ptdins trisfosfato y PA. En contraste, cada mutante obtenida
en este trabajo mostré su particular perfil de union a lipidos (Figura 3.12). J1-1_KTE se uni6 a
Ptdins monofosfatos, Ptdins (3,5) P, Ptdins (4,5) P2, Ptdins trisfosfato y PA. J1-1 DEF4 se uni6
a Ptdins (3) P, PtdiIns (4) P, Ptdins (3,5) P2 y PA. Finalmente, J1-1 KA45E se unié a Ptdins (4,5)
P, Ptdins (3,4,5) P3, PAy PS. J1-1 K45E y J1-1 DEF4 fueron los péptidos que se unieron a un
menor nimero de lipidos en comparaciéon a J1-1. J1-1_K45E fue también el Unico péptido en
unirse a PS un lipido no reconocido previamente por J1-1. Ademas, J1-1_KA45E no se unio a
Ptdins monofosfatos comparado a J1-1.

LPA s1pP

LPC Ptdins (3,4)P2

Ptdins Ptdins (3,5)P2

Ptdins (3)P Ptdins (4,5)P2
Ptdins (4)P Ptdins (3,4,5)P3
Ptdins (5)P PA

PE PS

PC Blanco

J1-1 J1-1_KTE J1-1_DEF4 J1-1_KA45E

Figura 3.12. Perfil de union a lipidos de los péptidos recombinantes. A) J1-1, B) J1-1_KTE, C) J1-1_DEF4
y D) J1-1_K45E.
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CAPITULO IV

4. DISCUSION GENERAL

La metodologia para la expresidon recombinante y purificacion de la defensina J1-1 fue
establecida a partir de células de E. coli Origami (Guillén-Chable et al., 2017). En el presente
trabajo, se reporta la purificacion por cromatografia de afinidad de J1-1 KTE y J1-1 DEF4 vy la
de J1-1_KA45E por afinidad y por HPLCgr siguiendo la metodologia previamente descrita para J1-
1. En este trabajo de investigacién, nos enfocamos en la caracterizacion de la unién a lipidos, la
formacion de oligbmeros en presencia o ausencia de PA, y la actividad antibacteriana de J1-
1 _KA45E (articulo en la seccidn de anexos). La caracterizacion se concluy6 Unicamente con esta
mutante debido a que se obtuvo después de la expresion recombinante y los dos pasos de
purificacién en suficiente cantidad y con caracteristicas similares a J1-1. Esta mutante puntual
tiene un residuo de glutamato en lugar de un residuo de lisina en la posicién 45 del péptido
maduro J1-1. El péptido se purifico a partir de cuerpos de inclusiébn como péptido de fusion con
una etiqueta de seis residuos de histidinas en el N-terminal, seguido de una secuencia de
reconocimiento para la proteasa factor Xa. Después de la purificacién, se observaron en el SDS-
PAGE bandas correspondientes a los tamafios de mondmeros, dimeros y trimeros e incluso
mayores (oligdbmeros) de J1-1_KA45E en ausencia de lipidos. Paralelamente, se realiz6 un ensayo
de Western blot con anticuerpos policlonales anti-J1-1. Los anticuerpos policlonales detectaron
los mismos oligémeros después de la reduccién y desnaturalizacién por temperatura, hecho que
sugiere que las formas observadas permanecen estables en esas condiciones, lo cual podria
esperarse debido a las propiedades termo-resistentes de las defensinas de plantas (Woytowich
y Khachatourians, 2001) relacionadas a la formacion de sus enlaces disulfuros caracteristicos de
la estructura CSaf. Mientras que las tinciones con azul de Commassie no fueron suficientes para
identificar diferencias entre J1-1y J1-1 KA45E en cuanto al perfil de oligomerizacion después del
entrecruzamiento y compararlo con el analisis previo en geles de SDS-PAGE de las fracciones
purificadas de J1-1 por Ni-NTA (Guillén-Chable et al., 2017), los ensayos de Western blot
permitieron observar monomeros, dimeros, trimeros y especies oligoméricas de mayor masa
molecular. Resultado distinto al obtenido con los anticuerpos anti-His, que solo reconocieron a

mondémeros y dimeros de J1-1.

Particularmente para J1-1_KTE y J1-1_DEF4, un primer analisis de expresion mostr6 mayor

presencia de ambos en las fracciones solubles, por lo que se decidié escalar el cultivo inicial y
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purificarlos a partir de fraccion soluble. No obstante, después de la purificacion por Ni-NTA y su
analisis por SDS-PAGE no se observaron péptidos con los tamafios esperados correspondientes
alos monémeros y dimeros (de 7 y 14 kDa) como los observados para J1-1y J1-1 KA45E. Aunque
se observaron bandas de bajo peso molecular las proteinas purificadas se observaron en los
tamanos de ~ 31 kDa, y una banda prominente con un tamafio entre los 45 y 66.2 kDa. Debido
al perfil de ambos péptidos enriquecidos con proteinas de alto peso molecular y a la ausencia de
los péptidos con los tamafios esperados, se optd por no purificar por HPLCer a las fracciones
eluidas de Ni-NTA con imidazol. Con el objetivo de observar la presencia de cantidades en el
orden de nanogramos de cada péptido, se realizaron tinciones con nitrato de plata en geles de
SDS-PAGE. La tincién con nitrato de plata de muestras de proteinas eluidas con imidazol a 250
mM de J1-1_KTE yJ1-1_DEF4, mostraron la presencia de bandas de ~ 14 kDa correspondientes
a los dimeros de ambos péptidos. Con base en el resultado de la tincion con nitrato de plata, se
realizé un andlisis de Western blot con anticuerpos policlonales anti-J1-1, los que en principio
tendrian la capacidad de reconocer multiples epitopes en J1-1 recombinante. En el ensayo de
inmunodeteccién se identificaron el monémero, dimero y trimero de J1-1_KTE, y se observaron
bandas muy débiles que corresponderian al dimero y trimero de J1-1 DEF4, este resultado
sugiere que estos péptidos también son termo-resistentes. Respecto a las bandas
inmunodetectadas de mayor masa molecular, es importante recordar que ambos péptidos fueron
purificados por afinidad, y muy probablemente los péptidos recombinantes pudieron co-purificar
con proteinas enddgenas de E. coli. Sobre las cantidades bajas de proteinas recuperadas de la

purificacién por afinidad, proponemos las siguientes hipoétesis:

1. La purificacion a partir de fraccidon soluble, brinda las condiciones para una mejor
estabilidad de los péptidos mutantes recombinantes comparado a un ambiente con la
presencia de cloruro de guanidina, por lo que se favoreceria la formacion de oligobmeros
estables, lo cual podria dar origen a las bandas correspondientes a 31 y entre 45 y 66
kDa observadas para ambos péptidos purificados.

2. Los péptidos forman oligébmeros estables o interactian de forma aln no descrita con
proteinas de E. coli.

3. La actividad de los péptidos recombinantes (monémero y dimero) es altamente téxica
para el hospedero, disminuyendo su expresion o favoreciendo su degradacion por algun

mecanismo celular aiin no descrito.
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Basado en los resultados del Western blot y SDS-PAGE tefiido con nitrato de plata, se decidié
realizar los ensayos de union a lipidos de las fracciones purificadas de J1-1 KTE y J1-1 DEF4

en membras P-6001.

La actividad antimicrobiana de las defensinas se ha ligado en parte a su naturaleza catidnica.
Ademads, estos péptidos se han distinguido por ser moléculas que se unen a lipidos. Por lo tanto,
esta caracteristica se ha considerado como el primer paso en el proceso de lisis de membrana,
y también como un requisito para la translocacion de los péptidos a través de la membrana, en
particular para defensinas que luego van a unirse a ligandos intracelulares (Tam et al., 2015). El
ensayo de union a lipidos de J1-1_KA45E en membranas P-6001, dejo ver que este péptido se
une a Ptdins (4,5) P, Ptdins (3,4,5) P3;, PA y PS. En contraste, J1-1 se une a Ptdins
monofosfatos, Ptdins (3,4) P, Ptdins (3,5) P2, Ptdins (3,4,5) Pz y a PA, pero no a PS. Estas
diferencias en el perfil de unién a lipidos, sugieren un rol de K45, que, al ser sustituido por un
aminoacido con cadena lateral de carga negativa, propicia un cambio en el potencial
electrostatico en la superficie, extendida en la imagen del dimero (anexo: articulo, figura 5); esto
modificaria las interacciones descritas de los extremos N-C terminales para la formacién o

estabilidad de los dimeros, las interacciones entre dimeros y el perfil de union a fosfolipidos.

Los perfiles de unién a lipidos de J1-1_KTE y J1-1 DEF4, fueron distintos al de J1-1. La mutante
J1-1 KTE se uni6 a todos los lipidos que J1-1 reconocié con excepcién del Ptdins (3,4) Py; J1-
1 DEF4, solo se uni6 a 4 lipidos de los 8 reconocidos por J1-1, estos fueron: dos monofosfatos,
Ptdins (3) P, Ptdins (4) P; un bis-fosfato, PtdIns (3,5) P2 y a PA. Es interesante que J1-1_KTE no
se uni6 al PtdiIns (3,4) P2, cuando tiene la capacidad de unirse a los fosfatos del inositol en las
posiciones 3, 4 y 5 en su conformacién como Ptdins monofosfatos y en forma de PtdIns (3,4,5)
Ps. Una explicacion podria ser que en su forma dimerica u oligomérica durante la interaccién con
los lipidos, J1-1_KTE perdiera la capacidad de interactuar con el fosfato 4 del PtdIns (3,4) P, por
rearreglos de las cadenas laterales con carga como son K4 y E6. En el caso de J1-1_DEF4 y de
acuerdo a los resultados, ocurre un cambio mayor en la configuraciéon de las determinantes de
union a los lipidos, los cuales se localizan en el y-core. Con la firma descrita para la defensina
MtDef4, RGFRRR, en el contexto molecular de J1-1, se pierde el reconocimiento sobre el fosfato
5 del PtdIns (5) P; asi como la unién a Ptdins (3,4) P, y Ptdins (4,5) P2, y al Pl (3,4,5) Ps. Una
posible explicacién es que J1-1 _DEF4, habria perdido la capacidad de coordinar a los grupos
fosfatos en posiciones 3y 4 en el anillo de inositol de Ptdins (3,4) P, y al grupo fosfato en posicion
4 en el Ptdins (4,5) P2 y simultaneamente a los fosfatos en las posiciones 3 y 4 en el Ptdins

(3,4,5) Ps. Este panorama sugiere que la union al fosfato 3, es un tipo de interaccion lo
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suficientemente estable para la unién a PtdIns (3,5) P». Al igual que MtDef4, esta mutante se une
preferentemente a PA. No obstante, estudios de determinacion estructural, darian un panorama
mas amplio y exacto de las interacciones de los distintos determinantes y sus ligandos a nivel

molecular.

Los lipidos en las membranas bacterianas son constituyentes funcionales y estructurales
importantes, y suelen ser blancos para varios tipos de AMPSs; los lipidos de membrana, asumen
varios roles en la fisiologia celular como componentes estructurales o como moléculas de
sefializacion (Carey et al., 2022). En ese contexto, la union de la mutante J1-1_KA45E a PS es
relevante debido a su papel descrito en la fisiologia celular. PS es un lipido de naturaleza aniénica
encontrado en las membranas celulares, bajo condiciones homeostaticas su localizacion esta
restringida a la membrana interna de la membrana plasmatica, algunos autores han descrito su
participacién en condiciones tales como: estadio apoptético, mimetismo apoptético protista (una
condicion donde ciertos patdégenos exponen PS en la superficie de la membrana para poder
translocarse al interior de las células del hospedero para desplegar su virulencia) y la
externalizacion de PS en algunas lineas de cancer (Calianese y Birge, 2020). En trabajos
posteriores, sera interesante explorar la actividad de J1-1_K45E sobre células cancerigenas o el

efecto que pueda generar sobre patégenos que usen la estrategia del mimetismo apoptético.

Otra caracteristica importante de las defensinas de plantas para su efecto antimicrobiano esta
relacionado a la oligomerizacién en presencia de lipidos, fendmeno que se ha descrito como un
evento clave en el mecanismo de accién sobre células antifingicas (Jarva et al., 2018; Kvansakul
et al., 2016; Baxter et al., 2015; Poon et al., 2014), en este sentido, la disrupcién de la formacion
de oligbmeros esta asociada con la reduccién de la actividad biol6gica de las defensinas de
plantas (Ochiai et al., 2020; Kvansakul et al., 2016; Poon et al., 2014). Se conoce que bajo
concentraciones de sales fisiologicas, la efectividad de los AMPs puede ser afectada a través de
la reduccion de las interacciones electrostaticas entre los péptidos cationicos y las superficies
anionicas de las membranas microbianas (Kerenga et al., 2019). La presencia de cationes tales
como Na* o K*, desestabilizan las interacciones proteina-proteina, lo cual afectaria directamente
el proceso de formacion de oligbmeros. En este trabajo, se realiz6 un ensayo de
entrecruzamiento de J1-1 o J1-1_K45E con el entrecruzante BS? (incluido en el articulo, seccién
de anexos), y sus resultados se analizaron por SDS-PAGE y Western blot con la finalidad de
evaluar si la adicién de una concentracion alta de NaCl afectaba el proceso de oligomerizacion
en presencia o ausencia de PA. Interesantemente, se observaron perfiles de bandas con masas

moleculares similares en presencia o ausencia de PA o NaCl para ambos péptidos en los SDS-
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PAGE; este resultado sugiere que la mutacion de un solo residuo (glutamato por lisina) no afecté
la capacidad de J1-1 K45E para formar dimeros y oligbmeros, comparado a J1-1 bajo las
mismas condiciones de entrecruzamiento. Sin embargo, los resultados de los Western blot
indican que hay diferencias en el perfil de proteinas de mayor masa. De acuerdo a observaciones
previas basadas en estructuras cristalograficas de defensinas de solanaceae y poaceae, la
participacion de una red de residuos de aminoacidos en el extremo N-terminal y el extremo C-
terminal, es suficiente para la formacion del dimero y la consiguiente formacion del oligémero
(Ochiai et al., 2020; Jarva et al., 2017; Poon et al., 2014). Nuestros resultados sugieren que la
mutacion de K45 por E45, no es suficiente para eliminar la capacidad de J1-1_KA45E para formar
oligbmeros de masa molecular alta. También se observé que el oligémero de J1-1 sin NaCl, tiene
un perfil de bandas mas débil comparado a las muestras de J1-1 con NaCl, y todas las muestras
de J1-1_KA45E; este resultado sugiere que la oligomerizacién de J1-1 en ausencia de NacCl, es
mas eficiente que la de J1-1_KA45E con o sin NaCl y J1-1 con NaCl, desde que bandas
correspondiendo a estructuras oligoméricas mas estables muestran perfiles de bandas mas
débiles, indicando la formacién de estructuras de mayor masa molecular, de modo similar a lo
sugerido en la formacion del complejo oligomérico NaD1-PA comparado con el complejo NsD7-
PA (Jarva et al., 2017).

Las reacciones de entrecruzamiento también se analizaron por Western blot usando el anticuerpo
policlonal anti-J1-1 (articulo en la seccidon de anexos). La inmunodeteccién de los péptidos
recombinantes mostré perfiles de oligomerizacion distintos entre J1-1 y J1-1 K45E; J1-1 en
presencia o en ausencia de PA formdé oligébmeros. Asimismo, independientemente de la
presencia o ausencia de NaCl en la reaccion. El incremento en la sefial del anticuerpo, podria
estar relacionado con la capacidad de union de J1-1 a PA observada previamente en ensayos
de afinidad a lipidos (Guillén-Chable et al., 2017). Interesantemente, J1-1 _K45E formé
oligbmeros en todas las condiciones probadas con el entrecruzante, aunque los perfiles fueron
distintos comparados a los de J1-1. Se observé que la sefial del anticuerpo es mayor en bandas
de baja masa molecular, y que en las de mayor masa, las sefiales no estan bien definidas. Este
resultado sugiere un cambio en los oligbmeros de mayor masa molecular. Basados en los perfiles
de oligomerizacion observados, se considera que la mutaciéon en K45 induce alteraciones que
afectan el/los sitios de unién a lipidos y a los mecanismos de oligomerizacién de mayor masa,
generando asi, un efecto dual de repulsién o union a los fosfatos en los Pls, asi como cambios
en las interacciones proteina-proteina. El resultado mas sobresaliente de los ensayos de

entrecruzamiento es que ya sea J1-1 o J1-1_KA45E, son capaces de formar oligobmeros
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(evidenciado por la reaccion de entrecruzamiento) en ausencia de y de manera independiente
de la presencia de PA, lo cual no ha sido descrito para otras defensinas de plantas y que podria

ser una caracteristica de las defensinas de clase I.

J1-1 KA45E presentd actividad antibacteriana sobre dos cepas bacterianas probadas en este
estudio (incluido en el articulo, en la seccién de anexos). En un trabajo previo, la concentracion
minima inhibitoria sobre P. aeruginosa de J1-1 fue determinada en 250 ug/mL, ademas de que
no se observo actividad inhibitoria sobre S. aureus (Guillén-Chable et al., 2017). En este trabajo,
se observo una actividad antibacteriana mejorada sobre P. aeruginosa, con una disminucién en
la concentracion de inhibicion a 125 ug/mL. Sorpresivamente, esta variante inhibio el crecimiento
de S. aureus a 250 pg/mL. El cambio de K45 a E45, cambid la carga total de un valor de +4 en
J1-1,a +2.1 para J1-1_KA45E. El mejoramiento de la actividad antibacteriana de J1-1_KA45E sobre
P. aeruginosa y S. aureus, probablemente podria ser influenciada por la carga del péptido, que
de acuerdo a varios reportes, seria directamente proporcional a la carga total del péptido, donde
la actividad de disrupcion de membrana es el principal mecanismo antibacteriano, aunque de
acuerdo a nuestros resultados, la actividad parece no ser directamente proporcional a la carga
del péptido, por lo que la actividad podria deberse principalmente a la selectividad lipidica y al
tipo de membrana celular o incluso al perfil de oligomerizacion del péptido (Shahmiri et al., 2023).
Es importante resaltar que las defensinas de plantas con actividad antibacteriana, en contraste
con las que poseen actividad antifingica, se unen a constituyentes de pared celular, enzimas o
ligandos/blancos intracelulares como el ADN vy los ribosomas (Bukhteeva et al., 2022; Velivelli et
al., 2018). A nuestro conocimiento, este es el primer reporte en el que se mejora la actividad
antibacteriana de una defensina de plantas, a través de la reduccién de su cationicidad por el

cambio de K45 por E en el C-terminal.
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CAPITULO V

5. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

5.1 Conclusiones

= Las secuencias codificantes de las variantes de J1-1 se clonaron en los vectores de
expresion y sus productos fueron obtenidos a partir de expresion recombinante en
células bacterianas, y su purificacion por Ni-NTA y HPLCgr. Particularmente, los
péptidos J1-1 KTE y J1-1 DEF4, solo se purificaron por Ni-NTA debido a que las
eluciones purificadas mostraron baja concentracién de monémeros y dimeros, en
contraste a J1-1y J1-1 KA45E gue mostraron concentraciones altas.

= Cada variante de J1-1, mostré un patron distinto de union a fosfolipidos in vitro,
aungue todas las variantes reconocieron a PA.

= EI cambio de lisina 45 por glutamato en J1-1, no afectd la capacidad de formar
oligbmeros comparado a J1-1. Interesantemente, la presencia de concentraciones
altas de NacCl, no inhibi6 la formacion de oligébmeros de J1-1 ni de J1-1_KA45E.

= J1-1 KA45E, tiene actividad antibacteriana contra Pseudomonas aeruginosa, con una
MIC de 125 pyg/mL que es la mitad de la reportada para J1-1 (250 pg/mL).

= Sorpresivamente, la variante J1-1_K45E present6 actividad sobre Staphylococcus
aureus, con una MIC de 250 ug/mL. J1-1, no mostré actividad sobre esta bacteria.

= En este trabajo, se identificaron nuevas determinantes estructurales en J1-1, las
cuales participan en el reconocimiento a fosfolipidos, oligomerizacién y en su

actividad antibacteriana.

5.2 Perspectivas

= Evaluar el perfil de expresion de J1-1_KTE y J1-1_DEF4 a partir de cuerpos de
inclusion.

= Evaluar la posible sintesis quimica de los péptidos J1-1_KTE y J1-1 DEF4.

= Caracterizar los perfiles de entrecruzamiento, actividad antibacteriana y hemolisis de J1-
1_KA45E, J1-1_KTE y J1-1_DEF4.

= Evaluar la actividad litica de J1-1 y J1-1_K45E sobre células bacterianas.
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Evaluar la produccién de especies reactivas de oxigeno en células bacterianas en
respuesta a J1-1y J1-1 KA45E.

Evaluar la dinamica de J1-1 y J1-1 KA45E en células bacterianas.

Ampliar el nimero de ensayos de actividad antimicrobiana incluyendo otras cepas
bacterianas y hongos patdégenos de humanos y plantas.

Evaluar la sinergia de los péptidos en presencia de antibiéticos de uso convencional.

Evaluar el efecto antibacteriano de J1-1y J1-1 KA45E in vivo.
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ANEXO

Antibacterial Activity Improvement in a Point Mutant K45E of the Pepper Defensin
J1-1

Abstract

Plant defensins have attracted attention to develop new antimicrobials. Yet the elucidation of their
modes of action against bacterial pathogens is still incipient. The available recombinant systems
to obtain plant defensin mutants with enhanced or optimized antibacterial activity may help to
accelerate the knowledge of their action mechanisms and their applications against pathogens. In
this work, the point mutant defensin K45E (J1-1_KA45E) was obtained by the same recombinant
system as J1-1 defensin. The characterized peptide conserved antibacterial activity against the
Gram-negative Pseudomonas aeruginosa and showed a dose improvement relative to J1-1.
Furthermore, the mutant J1-1_K45E exhibited a gain in function against the Gram-positive
Staphylococcus aureus. Finally, to correlate structural changes and antibacterial activity, two
properties involved in defensins modes of action were measured, first the mutant J1-1 KA45E
oligomerize in a distinct pattern compared with J1-1 and second, J1-1 K45E has preference for
phosphatidylserine among other cell membrane phospholipids. Together, our findings support the
idea that amino acid sequence variability in plant defensins superfamily can generate major
functional changes, and highlights the relevant role of charged residues, beyond the y-core loop,

in the improvement of J1-1 antibacterial activity.
Highlights

e Recombinantly expressed point mutant J1-1K45E is active against Pseudomonas
aeruginosa.

e This is the first report for an antibacterial plant defensin activity improvement by
reducing defensin positive charge.

e J1-1 KA45E is active against Staphylococcus aureus.

e Defensin activity improvement might be related to changes in oligomerization or lipid
selectivity in J1-1KA45E.

Key words
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interactions, Polyclonal antibodies.

Introduction

Among multiple sets of molecules produced by plants, plant defensins show antimicrobial
activities against human, animal and plant pathogens (Pacheco-Cano et al. 2020; Sathoff
et al. 2020).

According to their subcellular localization, plant defensins are classified as class | or class
I1. Class | contains a signal peptide and the mature domain, while class Il defensins, in
addition to the signal peptide and the mature sequence, bear a carboxy-terminal propeptide
(Velivelli et al. 2018). In nature, these peptides contribute to plant immunity and are
induced in response to pathogen attack (Aerts et al. 2008; Carvalho and Gomes, 2009).
Plant defensins are short, cationic, cysteine-rich peptides that fold into the CSaf3 3D
structure, which consists of a triple-stranded antiparallel B-sheet and one a-helix stabilized
by four disulfides (Lacerda et al. 2014).

Class Il plant defensins form phospholipid stabilized dimers, considered oligomerization
inducers, dimer stabilization and oligomerization are lipid concentration dependent

processes, that might be critical to exert their antimicrobial activity (Kvansakul et al. 2016).

Structure-guided mutant peptides have been designed to explore the importance of
structural determinants and to find correlations with defensin antifungal activity. Plant
defensins interactions with sphingolipids and phospholipids have defined known MOA,
with multiple and varied cellular events as part of fungal cells Kkilling. For example, the
internalization of MtDef4, from Medicago truncatula, depends on the presence of the PA
to exert its antifungal activity on Fusarium graminearum and Neurospora crassa.
Additionally, GluCer is required for RSAFP2 to induce apoptosis, cell wall stress, reactive

oxygen species and septin mislocalization in Candida albicans (Cools et al. 2017).
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Recently, several class Il defensins in complex with phospholipids have been crystalized
and their oligomeric structures are available. These defensin-lipid oligomeric structures
have allowed the analysis of precise molecular interactions namely, protein-lipid
interactions and protein-protein interactions in defensin dimers and oligomer interfaces
(Poon et al. 2014; Kvansakul et al. 2016; Jarva et al. 2017; Ochiai et al. 2020).

Binding to phospholipids involve cationic residues in the interface, for example in
Nicotiana alata defensin NaD1, the mutant R40E showed reduced binding and
oligomerization with PI (4) P compared to the WT. Moreover, the mutant exhibited reduced
activity on Fusarium oxysporum, in NaD1, R40 is involved in PI (4,5) P2 binding through

a network of hydrogen bonds with N-terminus and the y-core residues (Poon et al. 2014).

Additionally, two-mutant peptides, K36E and R39A from NaD1, coordinate the phosphate
head group of PA as observed in NaD1-PA complex; the mutant R39A was unable to form
oligomers in the presence of PA. Regarding their antifungal activity against Candida
albicans, both peptides showed higher 1Cso values (2.5+£0.1 uM for K36E and 4.5+0.1 yM
for R39A) compared to WT NaD1 (1.9+0.2 uM) (Jarva et al. 2018).

The Solanum lycopersicum defensin TPP3 and OsAFP1, from Oryza sativa, share a similar
dimer arrangement as the observed in the Nicotiana suaveolens defensin NsD7 in complex
with PA, where the conserved residues that participate in the dimer interface are numbered
K47 and C49; in the dimer-dimer interface of OSAFP1 K47 coordinates a phosphate ion,
because this structure was obtained in the absence of phospholipids (Baxter et al. 2015;
Ochiai et al. 2020).

Finally, two TPP3 variants, K6A and K42E, were designed to compare interactions
previously described for K4 and R40 residues in NaD1. Both variants were unable to form
high-order oligomers in the presence of Pl (4,5) P2, both lost binding to PI (4,5) P2 on lipid
strips, and a 3-fold reduction in Fusarium graminearum hyphal growth inhibition was
observed when compared to WT TPP3 (Baxter et al. 2015).
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Plant antibacterial defensins have the potential to be applied against antibiotic-resistant
bacteria, however, a lack of knowledge regarding their MOA delays their use as
antibacterial agents (Ishaq et al. 2019). In 2016, the World Health Organization (WHO)
was requested by member states to create a priority list of antibiotic-resistant bacteria to
support research and development of effective drugs (Tacconelli et al. 2018). Among that
list, ESKAPE pathogens (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, and Enterobacter
species) were included. These ESKAPE pathogens are associated with high rates of

mortality, diseases, and economic burden in healthcare worldwide (Idris and Nadzir, 2023).

The pepper defensin J1-1 was previously obtained in a bacterial expression system in
Escherichia coli. Recombinant J1-1 is an antibacterial PA binding peptide, active on Gram-

negative Pseudomonas aeruginosa (Guillén-Chable et al. 2017).

Here, we report the functional characterization of the point mutant J1-1_K45E derived
from the type | antibacterial defensin J1-1. This point mutant showed a Lipid-independent
oligomerization, a distinct lipid-binding specificity, and an improved antibacterial activity.
Compared to J1-1, J1-1_K45E improved its antibacterial activity against the human and
animal pathogen P. aeruginosa, consisted in a reduced quantity of peptide needed to inhibit
bacterial growth, interestingly it exhibited activity against Staphylococcus aureus. J1-
1 KA45E also binds to PA, but acquired the capacity to bind to phosphatidylserine (PS) in
vitro. Yet, J1-1_KA45E exhibited differences in its oligomerization pattern compared to J1-

1, but neither J1-1 nor J1-1_KA45E oligomerize in a PA concentration dependent manner.

Materials and Methods

3D-structure model of Dimers

The 3D structural model of J1-1 mature peptide as monomer was obtained by homology
modeling in Modeller software using the PDB ID 2LR3 (Medicago truncatula defensin,
MtDef4) as a template. The 3D models of dimers were generated using PDB file 5KK4

(NaD1 defensin) as template and the molecular surface electrostatic potential of both J1-1
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and J1-1 K45E mature peptides, were obtained by PyMOL using the software default

settings.

Physicochemical characteristics such as molecular weight, isoelectric point, total charge
and GRAVY index score of both peptide sequences J1-1 and J1-1 KA45E were in silico
predicted by using ProtParam (Expasy - ProtParam Tool) and Peptide Calculator (Peptide

& Amino Acids Calculator, Bachem, n.d.).
Bacterial strains, enzymes and plasmids.

E. coli DH5a and E. coli Origami (DE3) strains were used for plasmid propagation and
recombinant protein expression, respectively. pGEM-TEasy (Promega Biotech, United
States) and pQE30 (QIAGEN) plasmids were the cloning and expression vector,
respectively, for the J1-1 KA45E gene. Bacterial pathogenic strains Staphylococcus aureus
ATCC 29213 and Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 were purchased from the

American Type Culture Collection through The Global Bioresource Center™.
Expression and purification of J1-1_K45E.

A mutant gene of the previously reported J1-1 from Capsicum chinense Jacq was obtained
by PCR using as template the Capsicum chinense Jacq genomic DNA and specific primers.
A reverse primer was designed to introduce a point mutation in the K45E in J1-1 mature
peptide sequence. The reverse primer sequence is 5"GCT AAT TAA GCT TGG CTG CAG
TTA AGC ACA GGG CTC 3". J1-1_KA45E gene cloning was performed by introducing
Bam HI and Pst | sites at 5’and 3", respectively. The obtained plasmid construct in the
expression vector pQE30 or pQE30 J1-1 K45E (Guillén-Chable et al. 2017) was
confirmed by sequencing. The recombinant expression and purification of recombinantly
expressed J1-1_K45E, was performed by affinity chromatography using Ni-NTA in
denaturant conditions (Qiagen) and rpHPLC. Briefly, a semi-preparative Cis column
(5C1eMS, 10 x 250 mm Nacalai-Tesque Japan) was run from solvent A (0.1 and
trifluoroacetic acid -TFA- in water) to solvent B (0.1 and TFA in ACN) using a gradient

that started after 10 minutes from 10 to 100 % of solvent B in 30 minutes at flow of 1.5

87



ANEXO

mL mint. After collecting manually J1-1_K45E, it was vacuum dried and solubilized in
sterile H2O. Pure J1-1_K45E and J1-1 were used for the protein-lipid interaction assay,

protein cross-linking and antibacterial activity assays.
Peptide analysis by SDS-PAGE and Western Blot

Both J1-1_K45E and J1-1 were visualized by SDS-PAGE under reducing and denaturant
conditions. The polyacrylamide gels were stained with Coomassie R250 Brilliant Blue
solution for 30 min. The destaining solution was a mixture of acetic acid and methanol.
The molecular mass markers used for SDS-PAGE and Western blot were from either
Sigma (Color Markers Wide Range, Sigma-Aldrich Cat.3437; Broad-Range SDS-PAGE
Standars Sigma-Aldrich Cat.1610317) or Thermo (PageRuler™ Prestained Protein Ladder,

Thermo Scientific™).

To observe differences in the cross-linking profile of the recombinant peptides, identical
samples were used in standard SDS-PAGE and WB (Mahmood and Yang, 2012), the
protein detection was performed using polyclonal rabbit antibodies anti-J1-1 previously
obtained (Guillen-Chablé, et al. 2017). After SDS-PAGE, proteins were transferred to
PVDF (Polyvinylidene fluoride, Immobilon®-P Millipore) membranes. Immunodetection
of oligomeric complexes of both peptides were perfomed by using polyclonal antibodies
anti-J1-1 (1:10,000 dilution) and then anti-rabbit HRP-couppled-lgG was used as
secondary antibody (Sigma-Aldrich Cat. 32160702) chemiluminescence detection and

images acquisition were obtained in a ChemiDoc™MP Imaging System BIO-RAD
Protein cross-linking

Cross-linking reactions were conducted in a volume of 50 uL containing 1 mg/mL of J1-
1 or J1-1 _K45E, 5 mM bis[sulfosuccinimidyl] suberate (BS3), (Islam et al. 2017). In
modified conditions defensins were incubated in the presence or absence of 447.8 uM PA
and 150 mM of NacCl in water, at room temperature. After 30 min of incubation, 5 puL Tris
500 mM was used to stop the reaction. Protein samples were visualized using 12 pL of the

protein cross-linking reactions, boiled for 5 min at 95°C in reducing and denaturing
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conditions and loaded into SDS-PAGE lanes and ran at 120 VV (Mini PROTEAN tetra Cell
chamber BioRad ™). Proteins were stained with Coomassie blue or transferred to PVDF

membranes for Western Blot analysis.
Antibacterial activity

The bacterial strains Staphylococcus aureus ATCC 29213 and Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, were cultured with J1-1 K45E in broth microdilution assay as previously
described in (Guillén-Chable et al. 2017) with some modifications. Briefly modifications
consisted in the use of %2 Mueller-Hinton broth (MHB) (BD Biosciences, Sparks, Md.)
instead of MH medium. It was performed as consequence of the observed aggregation in
solution at peptide concentrations of 125 ug/mL and 250 pg/mL in MHB. The peptide J1-
1 KA45E was diluted in sterile Y2 MHB in 96-well microtiter Costar® culture plates (Sigma-
Aldrich) to a final volume of 100 pL, i.e., 50 puL of bacterium in %2 MHB and 50 pL of the
recombinant peptide in sterile water containing the corresponding peptide concentration.
The bacterial strains were initially cultured in %2 MHB to reach values between 0.08 and
0.1 absorbance units at 600 nm then, cultures were diluted 1:100 with sterile ¥2 MHB. 50
uL of these dilutions were dispensed into each plate well, and immediately added 50 uL of
two-fold final concentration of the peptide J1-1 K45E solution to reach a final volume of
100 pL per well. Culture plates were incubated at 37 °C for 18 hours. Absorbance at 600
nm was measured using a Sunrise™ plate reader Tecan Group Ltd. (San Jose, CA, USA).
Experiments were conducted with gentamicin as control and without antibiotic to calculate
maximum growth, replicates are n=4. Next, CFU assays were performed as follows, a
volume of 10 pL from overnight microdilution cultures at peptide concentrations: 250, 125,
62.5, 31.25 and 15.62 pg/mL, as well as the positive or negative control were taken and
serially diluted (6-fold). Finally, 15 uL of each dilution was plated onto 2 MH-agar and
incubated for 18 h at 37°C (n=2). To obtain the bacterial inhibition percentages, CFU for

P. aeruginosa and S. aureus were calculated according to the formula CFU=

Number of colonies x Dilution factor

(Scilletta et al. 2021).

Plated volume in mL
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Peptide-lipid Binding

In vitro peptide-lipid interactions were analyzed according to Poon et al. (2014). Briefly,
J1-1_KA45E lipid interactions using P-6001 PIP strips (Echelon Biosciences, Salt Lake City,
UT) were used together with HRP-coupled anti-rabbit antibodies as secondary antibodies
(Sigma-Aldrich 32160702, diluted 1:10,000). The membrane was incubated for 20 min,
and after two washing steps with 5 mL of TBS-T, treated with the Immobilon Western
Chemiluminescent HRP Substrate (Millipore Co.) following the manufacturer’s
instructions. Peptide-lipid binding was detected by chemiluminescence and documented in
a ChemiDoc™MP Imaging System (BIORAD).

Results

Cloning of J1-1_K45E gene into the pQE30 expression plasmid

The vector pQE30 was used to express the Capsicum chinense defensin mutant gene J1-
1 _KA45E in E. coli Origami (DE3) strain. The expression vector contains a T5 promoter to
be induced by IPTG which is added to the culture medium for protein expression. The
expressed recombinant defensin bear an N-terminal 6xHis tag to facilitate the purification
by affinity chromatography, followed for a sequence that encodes the amino acids IEGR
that serve as a cut site for Factor Xa protease to release, if necessary, the J1-1_K45E mature
peptide from the 6xHis-tag. The correct reading frame and restriction sites in the new
pPQE30J1-1 K45E plasmid were confirmed. Figure 1A shows the 3D structure model of
the monomeric defensin J1-1 and the putative PA and PIP2 binding residues. Figure 1B
shows the J1-1 K45E fusion protein format and its amino acid sequence, and figure 3C

shows theoretical biophysical values of J1-1 and J1-1 KA45E.
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A
f
R38
B
J1-1_K45E MRGSHHHHHHGS/EGRKICEALSGNFKGLCLSSRDCGNVCRREGFTDGSCIGFRLQCFCTEPCA
I ;) L ’ deokk dok
6xHis-Tag Fxa = = === =
| 10 20 30 40 48
C
Peptide Molecular Isoelectric Total Charge GRAVY
‘Weight Point
J1-1 7,050.05 8.75 +4 - 0.433
J1-1_K45E 7,050.99 8.19 +2.1 - 0.427

Figure 1. Structure model and properties of recombinant J1-1_KA45E. A) Cartoon representation
showing the side chains reported to interact with PA and PIP2; B) Amino acid sequence in
recombinant J1-1 K45E, side chains shown on A are highlighted with asterisks, double lines
indicate PIP2-binding amino acids; C) Comparison of biophysical values of both defensins

(ProtParam and Peptide Calculator servers).
Recombinant expression and J1-1_KA45E purification

The pQE30J1-1_KA45E plasmid, previously sequenced, was used to transfect the expression
E. coli Origami (DE3) strain. A single ampicillin-resistant colony was used to inoculate 1
L of LB medium flask containing ampicillin at 100 pg/mL. After induction and then protein
purification by affinity chromatography, the expression of J1-1_K45E was observed by
SDS-PAGE (Figure 2). Intense protein bands of J1-1 KA45E ~ 7 kDa (monomeric, 1) in

multimeric forms were observed; that is, protein bands of ~ 14 and ~ 21 kDa corresponding
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to dimers and trimers were observed. Also, other multimeric forms with larger molecular

mass were visible (Figure 2).

kDa

MM 1 2 3

200 — . .-: Wem—
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215 — - 4— Trimer (1)
144 — ! <— Dimer (II)

6.5 — . W <« Monomer (T)

Figure 2. Affinity Chromatography Purification of the recombinant J1-1_K45E. MM), molecular
weight marker; 1), GdnHCI solubilized inclusion bodies; 2), flow-through; 3), recombinant protein
elution with imidazole 0.7 M. Black arrows and roman numbers indicates the monomers, dimers
and trimers.

After nickel affinity chromatography purification, main fractions were injected into Cis
column for a rpHPLC purification. The resulting chromatogram of this purification is
shown in Figure 3. Mass spectrometric analysis of J1-1_KA45E, collected at retention time
(RT) of 26.6 min, showed a molecular mass of 7,044.8 Da. The fraction with RT of 11.8
min corresponds to solution salts or other low molecular mass components from the affinity

chromatography elution fractions.
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Figure 3. rpHPLC chromatogram of recombinant J1-1 K45E. A fraction with RT 26.654 min,
was further analyzed by mass spectrometry to confirm mutant defensin identity. The phase
gradient was from 10 to 100 and ACN in 30 min. Nickel affinity purified fractions of J1-1_K45E
were loaded into the C1g column. X axis, is RT in min. Y axis is absorbance at 280 nm.

Immunodetection of recombinant peptides

After rpHPLC purification, J1-1 and J1-1K_45E were analyzed by SDS-PAGE and by WB
(Figure 4). Furthermore, to observe differences in the oligomeric profile between J1-1 and
J1-1K 45E, anti-J1-1 polyclonal antibodies were used to observe oligomer formation
before and after cross-linking reaction. Before cross-linking, the J1-1 antibodies were able
to recognize the recombinant mutant J1-1_K45E of the monomers, dimers, and trimers
(Figure 4).
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2 3 MM 1 2

W

Figure 4. Detection of J1-1 and J1-1K45E by SDS-PAGE and WB. A) SDS-PAGE, lane 1, BSA,
lane 2, recombinant J1-1, and lane 3 recombinant J1-1_K45E. B) The Western blot is replica of
the SDS-PAGE from figure 4A where proteins were transferred to a PVDF membrane and it was
immunodetected by anti-J1-1 polyclonal antibodies. Black arrows indicate the monomers (1),
dimers (I1) and trimers (I11).

Dimeric 3D models and surface potential

The homology 3D model of J1-1 was obtained to predict the structure of defensins and
contribute to the analysis of structure-function relationship. The 3D model of J1-1 was built
on the structural template from Medicago truncatula, MtDef4 (PDB: 2LR3) with a
sequence identity of 48.9 %. The structure model of J1-1 contains a conserved triple-
stranded B-sheet (B1-f3) and the a-helix, illustrating the conserved plant defensins CSaf
fold (Figure 5A). To observe the effect of the charge inversion in J1-1 K45E in
comparison with J1-1, the molecular surface electrostatic potential of dimers analysis was
performed using the modeled peptides in PyMOL. The analysis showed the expected
increment in the negative surface area, located as a negatively charged patch shown in red
in the J1-1_KA45E dimer (Figure 5C) and absent in J1-1 dimer (Figure 5B).
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Figure 5. J1-1 and J1-1_KA45E molecular surface electrostatic potential of dimers. A) 3D structure
of J1-1 dimer obtained by homology modeling. B) Surface electrostatic potential of J1-1 and C)
Molecular surface electrostatic potential of dimers of J1-1_K45E. Models were generated using
PyMOL with default settings. Template was the plant defensin NaD1 (PDB: 5KK4), which was
selected for homology modeling of J1-1 and J1-1_K45E.

Oligomerization of recombinant defensins

The capability of J1-1 K45E and J1-1 to oligomerize in solution was investigated using
the BS® chemical cross-linker, in the presence or absence of PA and NaCl (Figure 6).
Oligomers in presence or absence of PA or NaCl were observed for J1-1 and J1-1 K45E
recombinant peptides in Coomassie blue stained SDS-PAGE. Protein bands around 7, 14,
~21, ~28 and ~35 kDa were present, which would be equivalent to monomers, dimers,
trimers, tetramers and pentamers of each peptide. It is worth mentioning that rpHPLC
purified peptides without any treatment showed specific laddering patterns, the most
abundant bands were the smaller oligomers observed corresponding to monomers, dimers
and trimers (Figure 6A and 6C). In the control oligomerization patterns (rpHPLC purified
peptide), tetramers and pentamers appeared after BS® cross-linking for both, J1-1_K45E

and J1-1. It was noticed that oligomers under 205 kDa for J1-1 are present when NacCl is
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added in the cross-linking reaction (Figure 6C, lanes 4 and 5). For J1-1 K45E, there is not
a clear difference in larger molecular mass oligomers observed among the different
reaction conditions in SDS-PAGE (Figure 6A, lanes 2 to 5). To better observe differences
in larger mass oligomerization patterns, the cross-linked peptides J1-1_K45E (Figure 6B)
and J1-1 (Figure 6D) were analyzed by WB, with anti-J1-1 polyclonal antibody. As in
SDS-PAGE; J1-1 forms high mass oligomers in the presence or absence of PA, with no
noticeable effect in cross-linking reactions with or without NaCl, (Figure 6D, lanes 3-5)
The same pattern is observed in lane 2 that only contains J1-1 cross-linked with BS2. J1-
1 K45E, was detected in a different laddering pattern that is evidence of a change in higher
mass oligomers, undefined bands are mainly observed in reactions conducted with PA and
NaCl (Figure 6B, lanes 3 and 4). On the other hand, cross-linked J1-1_K45E showed
oligomers without PA or NaCl that are immunodetected in a similar laddering pattern
(Figure 6B, lane 2).
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A B
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Figure 6. J1-1 and J1-1_KA45E cross-linking and immunodetection. A) SDS-PAGE of J1-1 K45E
and cross-linking products stained with Coomassie blue; B) WB with J1-1 K45E cross-linking
products, reactions, with or without PA or NaCl; C) SDS-PAGE of J1-1 and cross-linking products
stained with Coomassie blue and D), WB with J1-1 cross-linking products, reactions, with or
without PA or NaCl. Lanes from 1 to 5 indicated the reagents used, where + means added reagent,
and — means non-added reagent. Roman numbers indicate monomers (1); dimers (I1); and trimers

(.

Antibacterial activity

Antibacterial activity of J1-1 K45E was evaluated on Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 and Staphylococcus aureus ATCC 29213 (Figure 7). Although the absorbance at
600 nm was measured it was not conclusive because at high concentrations peptide
aggregation interfered with absorbance due to bacterial growth. Yet, total inhibition of cell
growth was obtained at 125 pg/mL for P. aeruginosa and 250 pg/mL for S. aureus. These
values were confirmed by performing CFU plate assays; so, the CFU remaining values for
P. aeruginosa were in the range of 3.3x108 to 2.3x10° at 15.6 pg/mL and 62.5 pug/mL,
respectively, of J1-1_K45E, compared to the positive control value of 1.1 x10° CFU/mL.
In contrast, CFU for S. aureus were 3.3x108 and 6.7x10° at concentrations of 15.6 pg/mL
and 125 pg/mL, respectively. Bacterial growth control (without peptide or gentamicin) was

4.7x108 CFU/mL.
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Figure 7. Antibacterial activity of J1-1 KA45E against. A) P. aeruginosa ATCC 27853. Control is
gentamicin 4 ug/ml and B) S. aureus ATCC 29213. Control is gentamicin 16 ug/ml. Axis X, is
peptide concentration (ug/mL); axis y, CFUs/mL after18 hours, 37 °C.

J1-1 K45E in vitro lipid binding

The lipid binding profile of recombinant J1-1 was previously reported. J1-1 binds to mono,
bisphosphates and trisphosphates Pls and PA in vitro (Guillén-Chable et al. 2017). In this
work, the mutant J1-1 KA45E lipid binding profile was obtained in vitro with PIP Strips.
Recombinant defensin J1-1 K45E exhibit a single amino acid charge inversion in
comparison to J1-1 (K 45 for an E), but a reduction in cationic charge of two units.
Interestingly, J1-1 K45E binds to Ptdins (4,5) P2, PtdIns (3,4,5) P3, PA and PS on P-6001
strip. In contrast, J1-1 K45E did not bind neither mono- Pls, Ptdins (3,4) P2 nor PtdIns
(3,5) P2. Identical results from two independent assays are shown in figure 8. Remarkably,
J1-1 KA45E binds to PS.

LPA S1P
LPC § Ptdins (3,4)P2
Pudins | ) Ptdins (3,5)P2
Ptdins (3)P | @ | Puins @5P2
Ptdins (4)P l o Ptdins (3,4,5)P3
Ptdins (5)P | ] PA
PE - 1 PS
PC
L ' Blank

Figure 8. J1-1 KA45E lipid binding. J1-1_KA45E binds to PtdIns (4,5) P2, PtdIns (3,4,5) P3, PA and
PS in vitro. (Echelon, P-6001).
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Discussion

In this work, we report the purification and characterization of the point mutant J1-1_K45E.
This point mutant has a Glu residue instead of a Lys residue at position 45 of mature J1-1.
This mutant peptide was successfully expressed and purified as well as J1-1. The point
mutation, changed the total charge from +4 in J1-1,to +2.1inJ1-1_KA45E. Is already known
that under physiological salt concentrations the effectiveness of AMPs might be affected
by reducing electrostatic interactions between the cationic amino acids and anionic surface
of the microbial membrane and the presence of cations such as Na" or K*, disturb the
protein-protein interactions, which would directly affect the oligomer formation (Kerenga
et al. 2019). Lipid-dependent oligomerization has been described as a key event in the
mechanism of action of plant defensins on fungal cells, disruption of the oligomer
formation is associated with a reduction in the biological activity of plant defensins (Poon
etal. 2014; Kvansakul et al. 2016; Jarva et al. 2018). In the SDS-PAGE analysis of proteins
stained with Coomassie blue we observed very similar peptide patterns before and after
cross-linking reactions. To observe oligomers in several conditions, such as NaCl presence,
PA presence or both, different cross-linking reactions were designed. Detection of low
quantities of peptides were achieved by WB, after reducing and denaturating conditions
and specific patterns were identified for each peptide. We observed that the oligomer
patterns change due to mutation K45E, and that the capacity to oligomerize is not

dependent on the NaCl or PA presence.

To our knowledge this is the first report that points out the enhancement of antibacterial
activity by reducing the cationicity of a plant defensin. J1-1 K45E showed antibacterial
activity in the two strains tested. In a previous work on J1-1, the MIC for P. aeruginosa
was determined in 250 pg/mL but it did not inhibit S. aureus at the same concentration
(Guillén-Chable et al. 2017). In this work, an enhanced antibacterial activity on P.
aeruginosa was observed at peptide concentration of 125 pg/mL and unexpectedly, this
point mutant kills S. aureus at 250 ug/mL. The antibacterial activity of J1-1_K45E might
be influenced by the global electrostatic charge, but also it might be related to the lipid
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selectivity or to the J1-1 KA45E oligomerization pattern. It is important to highlight those
antimicrobial mechanisms described on fungal cells are different, even when distinct
susceptible fungal genus is described. Furthermore, antibacterial defensins have been
reported to bind not only to membrane lipids, but additional ligands such as cell wall
constituents, enzymes or intracellular targets as DNA and ribosomes have been identified
(Velivelli et al. 2018; Sathoff et al. 2019).

J1-1 KA45E binds to PtdIns (4,5) P2, Ptdins (3,4,5) P3, PA and PS in vitro. Interestingly,
J1-1 did not bind to PS, but as previously reported, it binds to mono-PtdIns, tris-Ptdins, PA
and also to bis-PtdIns (3,4) P2 and Ptdins (3,5) P2. Such difference in lipid-binding,
suggests a role of the residue K45 in selectivity related to charge or size of the lipid head
group that, when substituted by an opposite charged side chain it could bind PS. This is
important in the first step for membrane interaction or necessary to enter across the
membrane to reach intracellular target receptors as described for antifungal plant defensins
(Poon et al. 2014; Baxter et al. 2015; Jarva et al. 2018). Lipids in bacterial membranes are
important structural and functional constituents, and targets of several types of AMP.
Membrane lipids perform variable roles in cellular events as structural components or as
signaling molecules (Tam et al. 2015). In this context, the binding of J1-1_K45E to PS is
relevant due to its physiological cellular functions described. PS is an anionic lipid found
on the cellular membranes, that under homeostatic conditions is typically restricted to the
inner leaflet of the plasma membrane, has a key role in conditions such as: an apoptosis,
protist apoptotic mimicry -a condition where pathogens, expose PS on the membrane to
gain enter to the host cells to deploy its virulence- and PS externalization in some cancer
cell lines (Calianese and Birge, 2020). In this sense, further work is needed to explore the
J1-1_K45E binding to cancer cells or to evaluate its effect on other pathogens using the

apoptotic mimicry.
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Conclusions

In conclusion, the positive charge of the Lys residue in position 45, is determinant for
oligomerization and lipid-binding of J1-1, but interestingly the residue Glu 45 enhance
peptide antibacterial activity on P. aeruginosa and also confers activity on S. aureus that
was not previously observed for J1-1. This work highlights the role of the residue K45 as
a key structural determinant for head group phospholipid interactions and the role of K45
in J1-1 oligomerization. On the other hand, the improved antibacterial activity of J1-
1 KA45E is contrary to the accepted idea that more positively charged plant defensins exert
better antimicrobial activity. More structure-function studies considering dimeric or
oligomeric forms of these peptides are necessary to accurately elucidate antibacterial plant

defensins mode of action.

Abbreviations:

ACN, acetonitrile;

AMPs, antimicrobial peptides;

ATCC, American type culture collection;

BS?, bis sulfosuccinimidyl suberate;

CFUs, colony forming units;

CSap, cysteine stabilized alpha beta structure;

Da, Dalton; DNA, Deoxyribonucleic Acid;
GRAVY index, Grand average of hydropathicity index;
GST, Glutathione S-transferase;

HRP, Horseradish peroxidase;

HPLC, High-performance liquid chromatography;
ICso, Inhibitory concentration at 50 %;

IPTG, Isopropyl thiogalactoside;
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K", Potassium;

kDa, Kilodaltons;

M, Molarity;

MHB, Mueller-Hinton broth;

MICs, Minimum inhibitory concentrations;
Na*, Sodium; NaCl, Sodium chloride;
Ni-NTA, Nickel-nitrilotriacetic acid ;
NsD7, Nicotiana suaveolens defensin;
OsAFP1, Oryza sativa defensin;

PA, Phosphatidic acid;

PCR, Polymerase Chain Reaction;
PDB, Protein Data Bank;

Pls, Phosphatidylinositol;

PIP, Phosphatidylinositol phosphate;

PS, Phosphatidylserine;

PVDF, Polyvinylidene difluoride membrane;

RNA, Ribonucleic acid;

rpHPLC, reverse-phase High Performance Liquid Chromatography;

RT, Retention time;

SDS-PAGE, Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis;

TBS, Tris buffer saline; TBS-T, Tris buffer saline plus Tween 20;

WB, western blot.
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