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RESUMEN

El propésito de este trabajo fue estudiar 1a sensibilidad de Brucella a
una serie de péptidos catidnicos y determinar el papel que juega la molécula
de lipopolisacarido (LPS) en las interacciones con estos agentes. Determiné
que la cepa lisa de B. abortus S19, el mutante rugoso 8. abortus 45/20 y la
cepa rugosa natural B. ovis REO 198 fueron més resistentes a la accién de los
agentes microbicidas que Escherichia coli excepto en un caso, en el que el
crecimiento de B. ovis fue inhibido en forma completa por el péptido
bactenecina 7 (1-35). Informo por primera vez de una accién permeabilizante
en bacterias por parte de fosfoiipasas A miotéxicas de vipéridos y de la accidn
bactericida de la miotoxinina |, péptido derivado de la miotoxina Il de Bothrops
asper. La membrana de Brucella acoplé menos cantidad de peéptidos
microbicidas, aunque en los ensayos de zonas de inhibicidn las moléculas
probadas presentaron un efecto bacteriostatico sobre el parasito intracelular.
Las brucelas de morfologia rugosa fueron mas sensibles a la accién de los
péptidos catidnicos que las brucelas de morfologia lisa, presentando también
concentraciones letales mas bajas. B. ovis fue a su vez mas sensible que B.
abortus 45/20. El LPS de Salmonella montevideo unié mas moléculas
bactericidas que los LPS de las diferentes brucelas. El LPS de 8. ovis acopld
menos polimixina B y lactoferricina B que el LPS de B. abortus S19. EI
antigeno salino de B. ovis acoplé méas péptidos catidnicos que ios "blebs" de B.
abortus S19 o fragmentos de envoitura celular de B. abortus 45/20. EI LPS de
S. montevidao sensibilizd en mayor grado a B. abortus 45/20 frente a la a¢cion
de diversos agentes que el LPS de 8. abortus S19, el cual gjercié por el
contrario un etecto protector. En asta tesis concluyo que en Brucella no esté
presente la via de autopremociénh, que ¢l LPS determina parcialmente la
resistencia a este mecanismo pero no es la unica mélecula involucrada, y que
Brucella ovis presenta una membrana externa que difiere del patron de otras
brucelas rugosas, donde el acople de agentes microbicidas esta determinado
por proteinas del grupo 3.
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INTRODUCCION

La brucelcsis es una enfermedad animal y una zoonosis que provoca
znualmente graves perdidas econdmicas airededor det mundo (Pérez et ai.
15563). La brucelosis humana es una de las seis enfermedades bacterianas
mas comunes en el planeta (Alberts 1985) siendo su distribucion en los paises
del tercer mundo mas amplia que en los paises desarrollados (Benensan
1687). A pesar de los notabies avances que se han realizado en la
comprension de los mecanismos utilizados por los organismos huéspedes en el
control de la infeccion (Nicoletti & Winter 1990, Sutherland & Searson 1890)
axisten todavia muchas interrogantes en cuanto a la biologia basica del agente
=tiolégico. En particuiar, se desconoce sobre los aspectos genéticos y
astructurales que han permitido el éxitc de Brucefla como parasito intracelular.
£n este trabajo estudié las caracteristicas de la membrana externa de Brucella.
svaluando su respuesta al ataque de una nueva generaciéon de antibidticos
cationicos aistados de taxones diversos y que probablemente han estado por
mucho tiempo a lo largo de la evolucién en los organismos que los presentan
como una primera barrera de defensa contra agentes patdgenos, entre ellos un
peptido nunca antes descrito, derivado de la mitoxina Il de Bothrops asper. El
comportamiento de Brucella ante esta nueva generacidn de antibidticos nos
cermitird entender mas acerca de las propiedades patticulares de su
membrana y sobre [a accién bactericida de estas moléculas.



REVISION DE LITERATURA

EL GENERO Brucelia

Los miembros del género Brucella (Corbel & Brinley-Morgan 1984) son
parasitos facultativos intracelulares de fagocitos (Riley & Robertson 1984),
trofoblastos (Anderson & Cheville 1986) y células no fagociticas (Detilleux et al.
1990). Infectan a una variedad amplia de mamiferos (Ewalt et al. 1993), con
capacidad para producir diseminaciéon generalizada (Canning 1990) seguida
de localizacién en érganos reproductores y sistema reticuloendotelial (Enright
1990).

Las brucelas son cocobacilos gram negativos, aerobios,
quimioorganotrofos, con crecimiento éptimo a 37°C en presencia de CO,
(Moyer et al. 1991). Poseen dos cromosomas independientes (Michaux et al.
1983). Carecen de capsulas, flagelos, fimbrias, pili, plasmidos, bacteriéfagos
lisogénicos y formas de resistencia (Meyer 1990). Ademas no producen
exotoxinas y su lipopolisacéarido es de baja endotoxicidad (Rasool et al. 192).

A pesar de la existencia de argumentos divergentes respecto a la
taxonomia del género (Verger et al. 1985), se reconocen actualmente seis
especies: Brucella melitensis, B. abortus, B. suis, B. neotomae, B. ovis. y B.
canis, utilizando como criterios de clasificacion la especificidad por huéspedes,
suceptibilidad a tintes, patrones metabdlicos, caracterizaciéon de fagos,
muestreo serolégico y andlisis de ADN (Meyer 1990). Estudios en ARN
ribosomal y lipidos revelan una estrecha relacion filogenética con individuos de
la subdivisidon alfa-2 de la clase Proteobacteria (Moreno et al. 1990). Los
mecanismos patogénicos desarrollados por Brucella sugieren una prolongada
asociacion evolutiva entre el parasitc y su hospedero natural (Moreno 1952).

LA ENVOLTURA CELULAR DE Brucella
Brucella posee topolégicamente una envoltura celular similzr a la

obsesrvada en otras bacterias gram-negativas (Figura 1), con la presencia de
une membrana citoplasmatica, un espacio peripldsmico, una caba de



ceotidoghicano y una membrana externa (Lugtenberg & van Alphen 1883). Sin
smbargo. presenta a nivel de comgosicidn caracteristicas que la hacen dnica
respecto a las enterobacterias y otras bacterias gram negativas no
re:acionadas (Cherwonogredzky et al. 1990).
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Figura 1. Representacion esquematica de la membrana externa de
una bacteria gram negativa. Ovalos y rectangulos muestran azucares.
Circulos muestean los grupos polares de fostolipidos. MDO son
oligosacandos derivados de membrana y KDO es acido 3-desoxy-D-
mannococtulosonico (Tomado de Raetz 1G30).

Peptidoglicano

Se ubica en el espacio perisplasmico y se compone de unidades de
glucosaming y acido muramico unidos por cadenas coras de alanina. acido
glutamico y acido diaminopimélico (Corbel 1990). Aunque la secuencia exacta
de las subunidades no se conoce en Brucella. no parece diferir del patron
c2servado de enterobacterias (Caballerc 1384).

Proteinas

Ls envoltura celular de Brucella muestra proteinas semejantes a las
:c:z=~vadas en otras bacterias gram negativas (Winter 1987). Las proteinas del
crupo 1 poseen pesos moleculares que varian entre 88-94 Kd, han sido
oobremente caracterizadas y su funcion es desconocida (Verstreate et al.
“S82). Las proteinas del grupas 2 son porinas, tienen pesos que varian entre
3343 Kd y constituyen el principal componente proteico de ia pared celular en



Brucella (Douglas et al 1984) Proteiras el grugo 3 peseen peses entrz 25-30
Kd. son el equivalente de ta OmpA cde Escherichia coli (Seher et al 1980) y
contribuyen aparentemente a mantener |la integridad ce la pared celular
(Gamazo et al. 1983).

Lipidos

Entre los fosfolipidos se encuentran fosfatidilgliceral. difosfatidilglicerol,
fosfaticiletanoiamina. lisofosfatidiletanolamina (Kreutzer & Robertson 1979) asi
como un raro constituyente de membrana en bacterias. fostatidilcolina (Gamazo
& Moriyén 1987). Los principales lipidos neutros scn ubiquinona Qg,
digliceridos, ésteres cerosos, monoésteres acilos de etilenglicol y lipidos de
ernitina (Thiele & Schwinn 1973). Entre los acidos grasos detectados se
encuentran acido palmitico, et acido palmitoléico, el acido cis-vaccenico. acido
estedrico. acido miristico y el acido lactobacilico. presente principalmente en
gram positivas (Thiele et al. 1969).

Lipoproteina

En Brucella se detecta la presencia de una iipoproteina unida en torma
covalente a la matriz de peptidoglicano (Gomez-Miguel & Moriydn 1986) y a
diferencia de otras enterobacterias, esta molécula estda expuesta en la
superficie celular (Gémez-Miguel et al. 1987).

Polisacarido

El polisacarido reconocido en Brucella es el hapteno nativo, un
polimero compuesto de unidades de N-formilperosamil semejante a la cadena
del LPS (Moreno et al. 1987a y resultados sin publicar) el cual se ubica en la
mambrana externa asociado al LPS de manera no covalente (Moreno y
‘Aariydn, manuscrito en preparacion).

Lipopolisacarido
£l lipopolisacarido (LPS) esta constituido estructuralmente por una
cadena de polisacarido denominada ‘O’, por un oligosacando central y por un
cido denominado ‘A’ que permite el anclaje de toda la estructura a la
~embrana externa (Bundie et al. 1987a. Moreno et al. 1987b). Representa uno
Z2 los principales componentes que contribuyen a mantener la barrera de



permeabilidad en la membrana externa (Labischinski et al. 1985). La cadena O
esta constituida en B. abortus por residuos de 4,6-didesoxi-a-D-manopiranosil
unidos en posiciones 1,2 (Caroff et al. 1984) mientras que en 8. melitensis la
cadena se constituye de unidades de cinco residuos, cuatro unidos en
posiciones «a-1,2 y uno en posicién a-1,3 (Bundie et al. 1987b). El
oligosacérido central estd constituido por quihovosamina, glucosamina,
manosa, glucosa, acido 3-desoxi-D-mano-octuiosénico (Bowser et al. 1974,
Moreno et al. 1984) y carece de heptosas (Caroff et al. 1984, Moreno et al.
1981). Ellipido A es una molécula mixta ya que ademas de poseer el residuo
glucosamina presente en muchas enterobacterias, posee también residuos de
2,3-diaminoglucosa (Mayer et al. 1986, Moreno et al. 1990). Los &cido grasos
asociados al lipido A son de cadena larga tanto saturados como hidroxilados
(Moreno et al. 1990).

El LPS es una molécula heterogénea tanto a nivel de carga y peso
(Sowa et al. 1986) como a nivel de densidad epitdpica (Rojas 1992). Esta
heterogeneidad es detectable en lipido A (Freer 1990) asi como en el
oligosacarido central y en la cadena O (Freer et al. 1994).

El LPS de Brucelia posee una diversidad de actividades bioldgicas
{Berman & Kurtz 1987, Moreno 1983 y 1990) entre las que destacan actividad
mitogénica para células normalmente insensibles a endotoxina (Moreno &
Berman 1979) y actividad adyuvante (Moreno et al. 1984). Su toxicidad es baja
en comparacién al LPS de enterobacterias (Golstein et al. 1992, Rasool et al.
1992).

AGENTES QUE INCREMENTAN LA PERMEABILIDAD
DE LA MEMBRANA EXTERNA

La membrana externa de las bacterias gram negativas representa una
barrera efectiva contra una variedad grande de sustancias nocivas (Nikaido &
Vaara 1985). EILPS, molécula que constituye uno de los principales soportes
para la estabilidad de esta membrana (Labishinsky et al. 1985), es a su vez el
punto sobre el cual actuan muchos agentes de caracter hidrofébico que
incrementan la permeabilidad de esta envoltura (Gabay 1994, Vaara 1992).



Polimixina

La polimixina es un lipopéptido pentacatiénico anfipatico aislado de
Bacillus polymyxa y se caracteriza por poseer un anillc heptapeptidico (Figura
2) con un alto porcentaje del residuo acido 2,4-diaminobutirico y un acido grasc
acoplado al péptido a través de un enlace amida (Storm et al.1977).

Ag-Dab-Thr-Dab-Dab-D » Phe L.e 4 Bb Dab-Thr—l

L

Figura 2. Estructura de la polimixina B. Se muestra el anillo
heptapeptidico. Ag indica 'acido graso'. Dab representa ‘acido
diamino-butirico' (Tomado de Vaara 1892).

Otras moléculas aisladas del Baciflus pofymyxa con propiedades
microbicidas son las octapeptinas, la brevistina, la estendomicina, la
polipeptina y la cerexina (Storm et al. 1977).

La polimixina presenta actividad microbicida contra hongos,
protozoarios, bacterias gram negativas y gram positivas (Storm et al. 1977).
Desafortunadamente es toxica para células animales, 1o que restringe su uso
terapéutico (Corriveau & Danner 1993). En eritrocitos tratados con LPS la
actividad parece estar relacionada con un acople i6nico inicial a la molécula de
LPS (Moore et al. 1986), seguido por la insercién del &cido graso en la
membrana lipidica (Carr & Morrison 1985). Esta interaccidon produce
alteraciones morfologicas en la membrana externa de gram negativas
(Schindler & Teuber 1975), asi como altera su permeabilidad (Vaara & Vaara
1981) siendo esta actividad dependiente del voltaje de la membrana (Shroder
et al. 1992). Compuestos derivados de la polimixina sin el extremo lipigico
conservan la capacidad permeabilizante (Vaara & Vaara 1983a) pero carecen
de poder microbicida (Vaara & Viljanen 1985).

Melitina

La melitina aislada del veneno de ia abeja Apis meflifera es un pépido
de 26 aminoacidos (Figura 3A), anfifilico, con una secuencia béasica en su
extremo carboxilo (Bernheimer & Rudy 1986, Dempsey 1990, Dempsey &
Butler 1992). Se conforma de dos hélices a (Figura 4A) separadas por un
segmento de dos aminodcidos (Terwilliger & Eisenberg 1982a y b) aung e



S210 presion puede acaptar la estructura de una lamina R (Ahmed et al. 1392).
=5 soluble como tetramero (Figura 48) y constituye un 50° del paso seco del

v2neno (Habermann 1G77).
Posee efectos microbicidas sobre algunas bacterias gram negativas

aroisman et al. 1952). El mecanismo de accidn de la melitina incluye (a
zsociacion electostatica a membranas (Otoda et al. 1982, Shi et al. 1983) y
formacién de poros dependientes de voltaje (Hanke et al. 1983), pero la
dinamica del proceso que involucra la formacion de estos poros se esta
empezando a dilucidar y esta lejos de conocerse claramente (Schwarz et al,
1692).
A
1 10
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20
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Figura 3. A. Secuencia de !a meiitina. B. Proyeccion axial de la
melitina. Los circulos negros indican residuos hidrotdbicos. Los
circulos claros muestran residuos hidrofilicos (Adaptado de Dempsay
1980 .

La melitina es conocida principalmente por su actividad hemoiitica (Rider
=2 2l 1983). aunque tambien se sabe que es capaz de potenciar tosfolipasas
—.ngs et al. 1977), actuar como alergeno (King et al. 1976), promover la fusién



de membranas (Murata et al. 1987;, activar eosindfilos (Kroegel et al. 1990) e
inhibir la adsorcidn de algunos virus (Baghian & Kousoulas 1993).

Figura 4. A. Dibujo esquemético del mondmero ds
melitina. B. Forma en que se empacan las unidades de
melitina para formar e! tetrémero en solucién acuosa
{Tomado de Terwiliger & Eisenberg 1982).

Defensinas

Las defensinas son péptidos catidnicos ricos en arginina aislados de los
granulos azuréfilos de fagocitos de mamiferos, con un nimero de residuos que
oscila entre 29-35 aminodcidos (Figura 5A) y peso molecular'que varia entre
3500-4000 (Spitznagel 1990, Lehrer & Ganz 1990y 1992, Lehrer et al. 1591 y
1993). Poseen seis cisteinas conservadas dentro del grupo que forman tres



2nlaces disulfuro intramoteculares. uno de |os cuales convierte al péptido en un
zampuesto ciclico (Selsted & Harwig 1989). Tridimensionalmente adoptan una
astructura de laminas B rigidas sin heélices « intercaladas (Figura SB) vy
z-istalizan en forma de dimero (Hill et al. 1991). En neutrofilos humanos
-apresentan del 30 al 50% del contenido proteico de los granulos secundarios
Rice et al. 1987). Se origininan como moleculas de preprodefensinas que se
maodifican postraduccionaimente para formar el péptido maduro (Valore & Ganz
1382). La evolucidn de estas molécutas se explica a través de duplicacién
csnica (Ganz et al. 1983). Originalmente descubiertas en polimorfonucleares
o2 cuilos (Zeya & Spitznagel 1966), fueron después localizadas en macrdéfagos
puimeonares de conejos (Patterson-Deilafield et al. 1980 y 1981), para ser
zosieriormente detectadas en neutrdfiios humanaos (Ganz et al. 1985, Seisted et
=zl 1985b) y de rata (Eisenhauer et al. 1989). Actuaimente se conocen al
menes treinta defensinas en mamiferos entre 1as que se ubican 1a criptidina,
z'slada tanto de céluias dei intestino delgado humano (Jones & Bevins 1992 y
358) como de ratdn {Eisenhauer et al. 1992) y las B detensinas, aisladas de
-2utrétilos en bovinos (Selsted et al. 1993, Tang & Sefsted 1993).

A
1 10
Val-Val-Cys-Ala~Cya-Arg-Arg-arg-Ala-Leu-Cys-Leu-Pro-
290
Leu-Pro~Leu-Glu-Arg-Arg-2la-~Gly-Phe-Cye-aArg-1le-arg-
30
Giy-Arg-Bis-Pro-Leu-Cys~Cys—ArTg-Arqg

Fiqura 5. A. Secuencia de !la dslansina NP-2 de
conejo. B. Modelo espacial compacla del dimero
fermado por la defensina HNP-3 (Tomado de Hill et al.
1991).




Las defensinas poseen un espectrc microbicida amplic. actian sobre
hongos (Selsted et al. 1985a), espiroquetas (Borenstein et al. 1991)
micobacterias (Ogata et al. 1892), gram negativas (Viljanen et al. 1588) y
especialemente contra gram positivas (Selsted et al. 1984). El mecanismo de
accion parece radicar en una permeabilizacion de la membrana externa en
gram negativas (Figura 8) a través de un acople inicial a-moléculas de LPS
(Sawyer et al. 1988), tormando {uego canales idnicos dependientes de voltaje,
como se ha demostrado en membranas lipidicas planas (Kagan et al. 1930).

Figura 6. A. Bepresanlacién esquematica de un dimero de defensinas. La parte
superior es hidrafilica, la base sombreada es hidrotébica. Seis residuos de arginina se
distribuyen alrededor de! cantro. Se Indica el minicanal solvente que ss forma sn medio
de los monémeros. B, Hipdtesis de cuna; I3 supertticie hidrotdbica del dimero se
incrusta sn una bicapa lipidica, deseastabilizando Ia membrana. C. Hipdtesis del-canal
dimérico: la asociacion de dos dimeros a través de sus superfices hidrofilicas permie ia
onentacion de los minicanales en un plano perpsndicular af de fa membrana. D.
Hipétesis dal paro general: al menos cuatro dimeros sa requieren para formar un poro.
(Tomado de Hill et al. 1991).

El efecto letal se constituye er una permeabilizacidn de la membrana
interna del organismo atacado (Lehrer et al. 198%9;. Se ha demostrado
actividad citotéxica por parte de las deiensinas sobre cefulas tumorigénicas en
raton (Sheu et al. 1685) y sobre linfoctos y polimorfonuclieares en humanos
(Lichtenstein et al. 1986), a través de un mecanismo que incluye acopie
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electrostatico a las células (Lichtenstein et al. 1988), permeabilizacion de la
rmembrana plasmatica {Lichtenstein 1991) y posiblemente dario al ADN (Gera &
Lichtenstein 1991). Entre otras gropiedades, se encuentra que las defensinas
son quemotacticas para monocitos (Territo €1 al. 1383), mitogénicas para
células epiteliales y fibroblastos (Murphy et al. 1993), corticostéticas en rata
(Fuse et al. 1993) y promueven la fusidn de membranas cargadas
negativamente (Fujii et al. 1993). Incluso se observa que pueden inactivar
algunos virus (Nakashima et al. 1993)

En el diptero Phormia terranovae se detectaron una serie de péptidos
que se denominaron ‘defensinas de insectos’ (Lambert el ai. 1983) por
oresentar similitudes con las defensinas reccnocidas en mamiferos: tienen
antre 38 y 43 residuos de aminoacidos, son moderadamente catidnicos, no son
glicosiladas, y tienen seis residuos invariables de cisteina que conforman tres
enlaces disulfurc intramoleculares (Hoffmann & Hetru 19392). Sin embargo.
después se observaron diferencias notables que hicieron abandonar la idea de
un ongen homélogo entre ambos grupos de péptidos: no existe consenso er
cuanto a secuencias y tndimencionalmente las estructuras difieren, al poseer
las defensinas en inseclos una hélice a que separa dos laminas f§ (Bonmatin et
al. 1992, L.epage et al. 19350). Actuan predominantemente sobre bacterias
gram positivas mediante la formacion de canales dependientes de voltaje al
igual que las defensinas en mamiferos (Cociancich et al. 19932). Estas
moléculas se han lograde aislar actualimente tanto de dipteros (Matsuyama &
Natori 1988) coma de odonatas y coledpteros (Buiet et al. 1991 y 1992). En
escorpiones se encuentran defensinas ciue s parecen peseer un origen
homologe al de 10s péptidos de insectos (Caciangich et al. 1933b).

Cecropinas

Las cecropinas fueron originalmente identificadas como péptidos
zntibacteriales aislados de la hemoiinfa de la mariposa Hyalophora ceéctopiz
Steiner et al. 1981). Poseen entfre 31 y 39 residuos de aminoacidos (Figurs
7A4). no presentan cisteinas, y tienen una regién amino terminal muy basica cor
-na larga porcion hidrofgbica en el extremo carboxilo (Boman 1981, Boman e:
zl 1991, Boman & Hulimark 1987). Tridimensionalmente constituyen dos
-~élices a (Figura 8A) unidas por una region bisagra (Sipos et al. 1932). Se
criginan como preprocecropinas (Bomzan et al. 1883, Schienstedt et al. 1392

14
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exgpresandose el péptido maduro en hemaocitos y en cuerpo graso (Kato et al
1993) luego de desafio "inmunologico" (Merrifieid et al. 1¢82) o abrasion
spicuticular de pupas (Brey 1593). Duplicaciones génicas parecen haber
Seterminado el origen de las diferentes cecropinas (Taniai et al. 1592).

A

Cecropina A

Cecropina Pl

L;s -Trp-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-1 le-Glu-l‘.]::s-VaLAGly—Gl n-
Asn-Ile—Arg—Asp—Gly-Ile-giz-Lys-Rla-Gly-?roAAla—Val-
Al a-Val-Val-gluy-Gln-AIa-Thr -Gln-Ile-Ala-Lys-NH>
S;r-Tyr-Leu-Ser—Lys—Thr—Ala—Lys—Lys—:ﬁL-Glu-Asn-Ser—
Ala~Ly9—Lys—‘\rg-Ile-Se:-—Gzl?.l-Gly-Ile-Ala— Ile-ala-Ile-
Gln—Gly-Gly-;fg-Arg

Figure 7. A. Secuencias da la cecropina A {aislada de Hyalophora cecropia) y la
cecropina P1 (aislada de cerdo). B. Modelo espacial compacto del dimero hipotético
de crecropinas que interactia con membranas. Los residuos hidrotilicos estan
sambreados (Tomado de Durell et al. 1992).

Las cecropinas se han aislado también de los |epidopteros Antheraea
>2rnyfl (Qu et al. 1982), Bombyx mori (Teshima et al. 1986) y Manduca sexta
Cnadwick & Dunphy 1986), conociéndose en estos dos uOltimos como
zZidopterano y bactericidina respectivamente. mientras que en el diptero
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Sarcophaga peregrina se conoce la cecropina con el nombre de sarcotoxina
(Okada & Natori 1984 y 1985). Recientemente se han encontrado cecropinas
en cerdo (Agerverth et al. 1991, Lee et al. 1989).

A
KWK
L
QQQQ 999K~NH2
AgP

hidrofébico

Figura 8. A. Esquema de la configuracion tridimensional de la
cecropina A. Se muestran las dos hélices separadas por la regién
bisagra (Tomado de Boman et al. 1991). B. Proyeccion de la hélice
amino terminal de la cecropina A. Los residuos conservados en las
diferentes cecropinas en insectos son negros. Los residuos en sitios de
sustituciones conservativas son grises {Tomado de Durell et al. 1992).

Las cecropinas no actian sobre céiulas eucariotas (Steiner et al. 1981),
pero si sobre bacterias tanto gram negativas como gram positivas (Hultmark et
al. 1982). De acuerdo a ensayos efectuados en membranas lipidicas planares,
el mecanismo de accién de las cecropinas se debe a la formacién de canales
ibnicos dependientes de voltaje que pueden eventualmente permeabilizar las
membranas de bacterias (Christensen et al. 1988, Durell et al. 1992). La
formacidén de una hélice anfjfilica en el extremo amino (Andreu et al. 1985) y la
integridad quimica en el extremo carboxilo (Callaway et al. 1993) son



indispensables para la formacion de estos poros, que no actian en torma
calalitica (Wade et al. 1980), sino mas bien en forma estequiométrica {Steiner
et al. 1988). Ademds de la accidn permeabilizante, las cecropinas llevan a
cabo su accién letal por un mecanismo que impide la sintesis de proteinas y
ADN (Boman et al. 1993),

Magaininas

Las magaininas son peéptidos aislados del anfiblo Xenopus laevis
(Chopra 1993, Zasloff 1987). Las dos magaininas aistadas hasta e! momento
poseen 23 residuos de aminoacidos (Figura SA), no contienen cisteinas, son
catiénicas y tienen caracteristicamente una serina en el extremo carboxilo y
una glicina en el extremo amino (Bevins & Zasloft 1890). Poseen la ¢apacidad
de adoptar una estructura secundaria anfipatica (Giovannini et al. 1987)
conformando una hélice o (Figura 98) (Chen et al. 1988, Williams et al. 1990).

A
1 120
CGly-Ile-Gly-Lys-Phe-Leu-Rip-Ser~ala-Lys-Lys~Phe-
20
Gly-Lys-Ala~Phe-Val-Gly-Glu-Ile-Met-Asn-Ser
8

Figurs 9. A. Secuencia de !a magainina 2.
B. Proyeccion axial de la hélice formada por la
magainina 2 (Tomado de Tesry et al. 198B).
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Se forman a partir de un solo precursor que da origen 2 10s dos péptidos
(Terry et al. 1988), que se expresan tanto en las gléndulas granulares de 12 piel
(Sadier et al. 1992) asi como en células granulares del estomago de Xenopus
(Moore et al. 1831). Dentro de la familia de {as magaininas también se han
clasificado otros peptidos como los precursores de la xenopsina (Sures &
Crippa 1884), de la ceruleina (Richter et al. 1986), y de la levitida (Pouliter et at.
1988), que también poseen actividades antimicrobianas como precursores
(Soravia et al. 1988) pero como péptidos maduros tienen por el contrario otras

actividades farmacoiogicas {Gao & Wei 1993).

N
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(+) == =P {-)

Figura 10. Modelo del mecanismo de accién de las magaininas. El
péptido se encuentra sn una conformacion aleaforia en solucidn
acuosa, y adopta una estructura de heélica al asociarss a la superficie de
una mambrana con carga nhegativa {paso |). Se puade formar un
agregado inactive (paso Iij} o un polimero que atraviesa la membrana
lormando un poro (paso ii) {Tomado de Vaz-Gomez et al. 1993).

Las magaininas presentan actividad micrabicida tanto contra hongas y
protozoarios (Zastoff 1987, Huang et al. 1990), como contra bacterias cram
positivas y negativas (Zasloff et al. 1888). El mecanismo de accion incluye una
permeabilizacion de la membrana externa a traveés de asociacion con € _PS
(Rana et al. 1891). Estudios en vesiculas fosfolipldicas (Grant et al. 1982 han



Z2mesirado que fas maganinas san capaces de formar canales i16nicos
*datzusak) et al. 1989) por medio de !a polimerizacién de un complejo de
—2againinas (Figura 10) (Vaz-Gomes et al. 1993) gue disrumpe la transduccion
=2 energia libre ligaco a la membrana (Westerhotf et al. 1989). Algunas grupos
sugieren gque la magaininas actian en complejos orientadas en el plano de la
~rembrana (Bechinger et al. 1993, Milik & Skolnick 1993). Se ha informado
:zmbien de |a accién de magaininas sobre lineas celulares transtormadas
Cruciani et al. 1991) perc algunos grupos han refutado la validez de esta
a¢cion (Peck-Miller et al. 1993).

Bactenecinas

Las bactenecinas son péptidos bovinos entre 42 y 59 aminoacidos
Figura 9A), catidnicos, ricos en prolina y arginina (Grieve et al. 1993, Litteri &
Someo 1993). Aparentemente no son capaces de adoptar una conformacion
=2 helice « por la abundancia de prolinas, pero se sugiere que poseen una

astructura antfifilica (Frank et al. 1980).

A
1 ia
Bac 5 (0-31) Arg-Phe-Arg-Pro-°Pra-Ille-Arg-Arg-Pro-Pro-Tle-Arg-
20
Pro~Pro-pPhe-Tyr-°Pro-Pro-Phe-Arg-Pro-Pro-Ile-aArg-
30
Pro-Pro-Ile-Phe-Pro-Pro-Ile
1 10
Bac 7 (1-35} Arg-Arg-Ile-Arg-Pro-Arg-Yro-Pro-Arg-Leu-Pro-arg-
20
Pro-Arg-Pro-arg-Pro-lLeu-Prao-Phe-Pro-Arg-Pro-Gly-—
30
Pro-Arg-Pro~Ile-Pro-Arg-Pro-Leu-Pro-Phe-Pro

Bacs —} — T == =il

Big7 = s B o I

Figura 11. A. Secuencla de los péptidos Bac 5 {0-31) y Bac 7 (1-35).
Corresponden afostragmentos amino tarminales da la bactenscina Sy 7
respectivamente. B. Estructura secundaria ds las bactenecinas S y 7 {Tomadao
de Frank et al. 1999Q).
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Se almacenan en granulos voluminosos de neutrdfilos (Gennaro et al.
1983) y se generan a partir de preprobactenecinas (Zanetti et al. 1993) que se
modifican prostraduccionalmente (Zanetti et al. 19390). A la familia de ias
bactenecinas se ha agregado un dodecapéptido ciclico aunque este no posee
prolinas y presenta una estructura mas similar a la de las defensinas debido a
la presencia de cisteinas {(Romeo et al. 1988). Las bactenecinas son activas
contra espiroquetes (Scocchi et al. 1990) y especialmente activas contra
bacterias gram nevativas, no asi contra gram positivas {Gennaro et al. 1989). El
mecanismo de accién constituye un rapido incremento en la permeabilizacidn
de membranas tanto externa como interna en gram negativas asi como
disrupcion de la fuerza motora de protones (Skerlavaj et al. 1390). Entre otras
propiedades los precursores de las bactenecinas poseen ademas actividad
quimiotactica e inhibidora de proteasas (Verbanac et al. 1593). Los péptidos
maduros interfieren con el crecimiento de células T autoinmunes (Schluesener

et al. 1993).

Polimeros de lisina y ornitina

Son polipéptidos catidnicos comercialmente disponibies en diversos
grados de polimerizacion y que, en el caso de los polimeros de lisina, adoptan
tanto estructuras de hélices a asi como laminas B segun el sclvente {Shibata et
al. 1992). Diversos estudios demuestran el efecto bactericida de poli-L-lisinas
en bacterias gram negativas (Vaara & Vaara 1983b) al desorganizar y alterar la
permeabilidad de la membrana externa interactuando con el LPS (Vaara &
Vaara 1983c¢). lones de hierro parecen inhibir la accion microbicida al
interactuar directamente con los grupos aminos del esqueleto peptidico
(Tompkins et al. 1991). La poli-L-ornitina interactian también letalmente con
membrana externa de gram negativas (Hancock & Wong 1984), pero su
espectro de accidn y mecanismo involucrado estdn muy poco caracterizados.

Lactoferrina y lactoferricina B

La lactoferrina es una glicoproteina catiénica acopladora de hierro con
peso aproximado a los 83 Kd, presente en la mayoria de las secreciones
mucosas en mamiferos {Aisen & Listowsky 1980). Tridimensionaimente se
conforma como una molécula con dos Iébulos {Figura 12B), cada lébulo
subdividido en dominios de hélices a y laminas B intercalados {Anderson et al.
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1989). La familia de proteinas a la que pertenece la lactoferrina ha divergido
pcr duplicacion génica (Baldwin 1993).

A
1 10
Phe-Lys-Cys-Arg-Arg-Trp-Gln-Trp«Arg-det-Lys-Lys-Leu
20
Gly-Ala-Pro-Ser-Ile-Thr-Cys-Val-Arg-Arg-aAla-Phe

Figura 12. A. Secuencia de la lactoferricina B. B. Estructura
esguemdtica del 16bulo amino terminal de la lactoferrina humana,
donde se ubica la lactofemicina B (Tomado de Anderson et al.

1989).

La lactoferrina posee una poderosa actividad microbicida contra hongos
y bacterias gram negativas (Arnold et al. 1980) a través de la accion de dos
mecanismos: uno implica el privar a los microorganismoes de hierro a través de
la quelacidn del ion (Arnold et al. 1981), mientras que en el otro interviene un
contacto directo de la molécula con las células blanco (Arnold et al. 1982). ya
sea gquelando cationes divalentes que estabilizan la membrana externa (Ellison
et al. 1988) o acoplandose directamente a moléculas de LPS vy



:=3estabilizando la membrana extemea (Yamauchi et al. 1993). Esta uitima
zitlividad parece originarse por la accion de un péptido denominado
zzioferricina B (Figura 12A) que se libera ante la digestion de la molécula
ccmpleta de lactoferrina ante pepsina (Tomita et al. 1991) y que se ubica en el
extremo amino terminal de la proteina (Pierce et al. 1991). La lactoferricina B
s=see accién contra bacterias gram positivas (Bellamy et al. 1992) y hongos
==llamy et al. 1953a) a traves de un mecanismo que involucra la disrupcién de
:: funciones normales de permeabilidad en la membrana citoplasmatica
Zz2llamy et al. 1993b).

La transferrina es otra molécula que pertenece a la misma familia de
c-otelnas acopladoras de hierro (Williams 1982) pero su actividad
=timicrobiana no parece ser tan potente como la de la lactofernna (Ellison et

1588).

Fosfolipasas A miotoxicas

Las fosfolipasas A miotoxicas son prateinas cationicas anfifilicas de
s verso peso molecular aisladas de venenos de serpientes principalmente en
zs familias Elapidae, Crotalidae y Viperidae, con capacidad para danar células
—ysculares ademas de otros tipos celulares (Gutiérrez & Cerdas 1984,
-amonte 1994). E! patrdn tridimensional general €s el de una hélice a cercana
: axtremo amino terminal seguida por otras dos hélices a paralelas y una
csjuefia lamina B antiparalela (Figura 138) (Arni et al. 1994, Holland et al.
1230). Dentro de género Bolhrops en particular, se han caracterizado
‘-sfolipasas A miotdxicas de B. asper (Gutiérrez et al. 1984b, Lomonte &
Zdtierrez 1989), B. nummifer (Gutiérrez et al. 1989) y B.godmani (Diaz et al.
1622).

Estas miotoxinas actuan preferencialmente sobre células musculares
(Gutiérrez et al. 1984a) aunque también se informa acciOn sobre células de
origen no muscular (Buitron et al. 1993) y sobre liposomas muitilamelares (Diaz
1G92). Parecen existir dos mecanismos de accidon uno incluye actividad
fosfolipasa (la cual no esta presente en todas las proteinas) sobre lipidos de
~ambrana (Scott et al. 1990) y otro se relaciona con penetracidon y alteracion
=z membranas por actividad no enzimatica (Diaz et al. 1991), donde la
-2utralizacion de las cargas bésicas de la molécula parece gar origen &
~:eracciones hidrofébicas que favorecen la penetracion de la moiécula en
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membranas (Rufini et al. 1992). Se han detectado otras actividades
farmacolégicas en miotoxinas como efecto anticoagulante (Alvarado &
Gutiérrez 1988). Recientemente se han sintetizado tres péptidos de un afto
contenido catiénico correspondientes a diferentes segmentos de la miotoxina ||
de B. asper. uno de los cuales posee actividad citolitica en células endoteliales
(Lomonte et al. 1994). Sin embargo. no se conoce la accion de estas
moléculas ni ge la miotoxina completa sobre bacterias (B. Lomonte,
comunicacidn personal).

A

1 10 20 30 40 5a
SLGELGRHMILSETCRKNPARSYGAYCCHNCGUVLGRGKPROATDRCCYVAERCCY
K

60 70 8o 90

100
RLTGCNPRKDRYSYSWRDKTIVCGENNSCLRELCECDIAVALICLRENLNTY
N

110 120

RRKYRYYLRKPLCKKADAC

Figura 13. A. Secvsncia de & miotoxina Il de Bothorps
asper. B, Diagrama esquemalico de |a miotoxina |l de B. asper
(Tomado de Ami el al. 1994).

Lisozima
La lisozima es una proteina cationica que. de acuerdo a su origen. posee
entre 123 y 185 aminoacidos (Figura 14A) con un peso promedio de 14.4 Kd. y
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se obtiene en grandes cantidades de la clara del huevo de gallina (Stryer
1988). El arreglo tridimensional de la motécula es complejo (Figura 14B)
aungue son claramente distinguibles regiones con hélices « y {aminas §
(Phillips 1866). Se encuentra ampliamente distribuida en tejidos, secreciones
exocrinas y células circutanies del cuerpo humano (Lentner 1984). £n el curso
de la evalucion han ocurtido cambios tanto a nivel de secuencia nucleotidica
como de estructura terciaria en las lisozimas de distintas especies {Weaver et
al. 1985).
A
1 10 20 30 40 50
RVIGRCELAAAMKRAGLACPEFYSLGNHWVCAAR FESHFNTQATNRINTDGST
’ 60 70 80 90 10¢C
YGILOINSRWRCNYWVTSROPRLCNIPCSALLSSDITASVNCAKR IVSDGNG

110 120
MAAWVAWRNRCRGTDVQAW

Figura 14. A. Secusncia de la lisozima aviar. B. Diagrama
esquamatico de la lisozima de ganso. Los anlaces disuliuro sa
indican con lingas punteadas (Tomada de Weaver et al. 1985).

La lisozima posee una accion antibacterial tanto contra organismas gram
negativos como gram positivos {lacono et al. 1980). Dos modos de acciéon son



posibles para la lisozima: un mecanismo incluye una acciéonr hidrolitica sobre el
enlace glicosidico que une a la N-acetilglucosamina y el acido N-
acetiimuramico en el esqueleto de la pared celular bacteriana (Chipman &
Sharon 1969) v el otro mecanismo depende de una perturbaciéon de la
permeawilidad de membrana (Wang & Germaine 1991) que depende de !a
naturaleza cationica de la proteina (Laible & Germaine 1985). Ademas, la
lisozima parece capaz de acoplarse a lipopolisacaridos (Takada et al. 1994),
activar autolisinas (lacono et al. 1983) e inhibir la coagregacién de bacterias
(Murakami et al. 1991),

Proteinas catidonicas antimicrobianas

El primer miembro de este grupo en caracterizarse fue la proteina
catidnica antimicrobiana con peso de 57 Kd (CAPS57) (Farley et al. 1988),
¢onocida también como proteina bactericida incrementadora de permeabilidad
(BPI1) (Elsbach & Weiss 1993a y b). Posee 456 residuos, es rica en lisina en su
extremo amino, siendo hidrofodbica y menos cargada en su extremo carboxilo
(Gray et al. 1989). Originalmente aislada de neutréfilos humanos y de conejo
(Weiss et al. 1980), se ha detectado también en bovinos (Leong & Camerata
1990). Actua exclusivamente sobre bacterias gram negativas (Weiss et al,
1992) debido a la alta afinidad que posee por la moiécula de LPS (Gazzano-
Santoro et al. 1992), produciendo alteracion en la permeabilidad de
membranas (Mannion &t al. 1990)

Otra protelna con alta afinidad por el LPS es la proteina catidnica
antimicrobiana de 142 residuos y 18Kd (CAP18) (Hirata et al. 1994) aislada de
granulocitos de conejo (Larrick et al. 1891), con actividad tanto contra bactenas
gram positivas como gran negativas (R. Gennaro, ¢comunicacion personal)
(Figura 8).

1 10
Arg-Cys-Val-Gly-Thr-vVal-Thr-Arg-Tyr-Gin-
Ala-

20

Trp-Asp-Ser-Phe-Asp-Ile-Arg-Cys-Asn

Figura 8. Secuencia del péptido CAP18A. Se orgina por
digeslion proteolitica de |z proteina CAP18. Los residuos
corresponden a les aminoacidos 108-125 de la molécula
original (Tomado de Larrick et al. 1991).
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CAR 18 no presenta homoiogia con CAPS?7, pero si esta astructuralmente
r2lacionada cen una serie de proteinas de 15KDa aisladas de
coiimorfonucleares de conejo que se encargan de regular la actividad de
CAPS7 (QOoi et al. 1990), lo que revela una compieja red de interacciones an
2stas moléculas (Levy et al. 1993).

Acido etilendiaminotetracético

El acido etitendiaminotetracético (EDTA) es un agente gquelante sintético
(Figura 15) que posee la capacidad para formar seis enlaces de coardinacidn
al asociarse a iones metdlicos (Schubert 1966). ElI EDTA posee efecios
cactericidas contra gram negativas (Temple et al. 1992a) a traves de la
interaccién con cationes inorganicos estabilizadores, seguido por |2
disgregacion y solubilizacion de lipopolisacérido, proteinas y lipidos de la
membrana externa (Temple et al. 1892L). Aparentemente el EDTA también es
capaz de activar fosfolipasas (Hardaway & Buller 1879), de inhibir la sintesis de
2 envoltura celular (Rastogi et al. 1590) y de inhibir ureasas (Kwon-Chung et
zl. 1987).

A

(CH2-C-00H) 2-N~CE-CE-N-(CH;-C-00H ) 5

§ aoc @ kst O QA

Figura 15. A. Férmula estructural del EQTA. B. Dibujo
esquemnatico de dos moléculas do EDTA unidos a un
atomo de plomo (Tamado de Schubert 1966).
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Trisamina

La trisamina (TRIS) es una base monoacidica deébil, utilizada como
amortiguador o como agente emulsificante, que puede prepararse por la
reduccién o hidrogenacion catalitica del correspondiente compuesto nitrico
(Windholz 1976).

En concentraciones moderadamente altas es capaz de solubilizar la
membrana externa bacteriana (lrving et al. 1981). El mecanism¢ de accioén
incluye una desorganizacién de moléculas de LPS al reemplazar otros
cationes estabilizadores menos volurainosos {Schindler & Osbom 1979).
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JUSTIFICACION

La envoltura celular delas brucelas presenta ademds de una
composicidon Unica, propiedades particulares (Moriyén et al. 1587). La
membrana externa, a diferencia de la mayoria de las bacterias gram negativas,
no es sensible a la accidn del acido etilendiaminotetracético, por lo que se
sugiere que el lipopolisacarido en Brucelfa no es establlizade por cationes
divalentes que puedan ser quelados por el EDTA {Moriyoén & Berman 1982).
La polimixina tampoco es activa en Brucefla (Moreno 1979), lo que concuerda
con la menor cantidad de grupos negativos cargados en el LPS como el acido
3-desoxy-D-manooctulosdnico donde podria actuar esie agente catidnico
(Moreno et al. 1979), y compagina ¢on la presencia de fosfatidilcolina en la
membrana externa, que es un fasfolipido que resiste la accién de ja polimixina
(Feingold et al. 1974). Ademds, parecen existir relaciones mas estrechas en
Bruceila. respecto a otras enterobacterias, entre proteinas asociadas al
peptidoglicano (Moriydn & Berman 1983) y proteinas asociadas al
lipopolisacarido (Rojas et al. 1994). Por ofra parte, la membrana externa de
esta bacteria se caracteriza par una alta hidrofobictdad debida probablemente
a la presencia de acidos grasos de cadenas largas (Moreno 1930). Estas
caracteristicas representan con probabilidad adaptaciones a una vida
parasitica intracelular y hacen de Brucefla un modelo atractivo para el estudio
de agentes microbicidas que interactuen en forma activa con componentes de
la pared celular para flevar a cabo su accion.

Tomando en cuenta que en Brucella es posible detectar sensibilidad a
antibioticos hidrofilicos que utilizan porinas (Garcia-Rodriguez et al. 1993) o0 a
permeantes hidrotdbicos de bajo peso mofecular (Marninez de Tejada &
Moiiyon 1983), pero no estd del todo caracterizada la resistencia hacia
moleculas como os agentes policationicos gue utilizan como ruta de inareso |2
via de autopromocién (Hancock 1984), modelo que involucra ia
desorganizacion de la membrana externa para la accién del zagente
involucrado (Hancock 1991), se hace pertinente un estudio para determinar la
sensibilidad de Brucella hacia agquelios agentes que puedan utilizar este
mecanismo, valorando asf las propiedades particulares de la envoltura celular
de esta bacteria.
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OBJETIVOS

Esta iesis tiene como objetivo general el de evaluar la sensibilidad de
dos especies de Brucella a un amplio espectro de peptidos catidnicos Yy
agentes con capacidad para sensibilizar la membrana externa de bacterias
gram negativas.

Los objetivos especificos que se persiguen son;

- Determinar el efecto en viabilidad de los diversos agentes sobre Brucelta.

- Cuantificar las concentraciones letales de los diversos agentes.

- Investigar el acoplamiento de estos agentes a la membrana externa de
Brucella.

- Estudiar si las moléculas de LPS poseen la capacidad para acoplar estos
agentes.

- Estudiar si otros elementos de la envoltura celular poseen también capacidad
para acoplar estos agentes.

* Identificar la posible accion de fosfolipasas A miotoxicas en bacterias.
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MATERIALES Y METODOS

CULTIVO DE LAS BACTERIAS

Las caracteristicas de Brucella abortus cepa S19 (LPS tipo lisc
silvestre), disponible como vacuna comearcial (Professional Biological Co.,
Denver. CO, Estados Unidos), B.abortus cepa 45/20 (LPS tipo rugcso
mutante) y 8. oviscepa REQ 198 (LPS tipo rugoso silvestre) han sido descritas
con anterioridad (Moreno, Berman & Boeticher 1979). El testigo Escherichia
coli ATCC 29648 (LPS tipo liso silvestre), fue cedido por R.l. Lehrer
(Departamentc de Medicina, Universidad de California en Los Angeles.
Estados Unidos) & cofi fue cultivada en medio MacConkey (Difco
Laboratories, Detroit, Mt, Estados Unidos), mientras que B. aborius y B. ovis
crecieron en medio Agar-Sangre (Difco) en presencia de CO,. Las bacterias se
repicaron en placas de petri recién preparadas y se incubaron a 37°C por un
periodo de 24 horas en el caso de E. colf y 72 horas en Brucella. Concluida la
incubacion se almacenaron las placas en refrigeracion 4°C hasta el momento
de ser utilizadas.

ENSAYO DE ACCION BACTERICIDA

Trisamina. acido etilendiaminotetraacético, lisozima aviar, poli-L-lisina,
poli-L-ornitina, polimixina B sulfato, magainina . magainina Il amida, cecropina
A. cecropina P1, melitina y lactoferrina bovina fueron obtenidos de Sigma (St
Louis, MO. Estados Unidos). Lactoferricina B fue donada por W. Bellamy
(Industria de Leche Morinaga. Higashihara, Japon), proteina catiénica 18A asi
como bactenecinas 5 y 7 fueron facilitadas por R. Gennaro y D. Romeo
(Departamento de Bioquimica, Biofisica y Quimica de Macromoléculas,
Universidad de Trieste. talia). defensina NP-2 fue suministrada por R.l. Lehrer,
Departamento de Medicina, Universidad de California en Los Angeles, Estados
Unidos), miotoxina | y miotoxina Il de Bothrops asper, miotoxina | de Bothrops
nummifer asi como miotoxinina | y Il fueron obsequio de J. M. Gutiérrez y B.
Lomonte (Instituto Clodomiro Picado, Universidad de Costa Rica). Todas las
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moiéculas se disolvieron en aguez bidestilada y desionizada a una
concentracion de 5 mg/ml| para ser guardadas en congeiacion a -20°C.

En e! momento de utilizarse, las bacterias crecidas en las placas de petri
fueron resuspendidas en 5 m! de amortiguador de fosfatos 10 mM pH 7
suplementado con peptona (Diico) al 1% con {a ayuda de una barra de vidrio.
Luego se centrifugaron curante 20 minutos hasta la obtencién de un botdn que
fue resuspendido en 10 ml del amortiguador. A 1 ml de esta solucidon se
agregaron otros 9 ml de amortiguador, se realizaron cuatro diluciones
adicionales seriadas en el orden 1:10, y se determind espectrofoto-
métricamente la fraccién cuya concentracion de bacterias equivalia a 4x10%
unidades formadoras de colonias (UFC)/m, a través de lecturas a 420 nm en el
caso de Brucefla y 600 nm para E. cofi, con el uso de relaciones previamente
establecidas como referencia entre concentracién de bacterias y densidad
Sptica (Alton et al. 1975, Apéndice 1). Se tomaron 100 ul de la fraccidn (de tal
forma que se seleccionaron 4x105 UFC/ml), y a esta se agregaron 10 ug del
agente a analizar suspendidos en 3 y! de agua bidestilada y desionizada y se
incubo a 37°C durante 20 minutes. Una vez transcurrido el tiempo se
agregaron 200 W de amortiguador a la suspension y se realizaron otras dos
diluciones adicionales seriadas en el orden 1:10, para cultivar tinalmente 100
it de cada una de las dos Ultimas diluciones por cuadruplicado en los medios
adecuados (Agar Tripticasa-Soya [Dirco] para Bruceffa y Agar Nutritivo [Dilco)
para Escherichia) con incubacidén a 37°C hasta la aparicidon de colonias cuyos
tamaiios permitieron su conteo. Junto a cada ensayo se realizd una prueba
testigo en la cua! fue agregado unicamente amortiguador sin agente
microbicida a la fraccion que contenia 10° UFC/mI, con el desarrollo del resto
de la prueba en forma similar al procedimiento antes descrito, y los resultados
se expresaron como porcentaje de inhibicién del crecimiento de bacterias en el
ensayo normal respecto a la prueba testigo. En el caso de que no se observara
efecto inhibitorio para algun agente particular con las condiciones antes
especificadas, se incrementd €l tiempo de incubacién con el agente respectivo
hasta un maximo de 180 minutos, momento a partir del cual, si todavia no s
observaba accidon microbicida, se incrementd entonces |la concentracion del
agente hasta un maximo de 200 ug/m!
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ENSAYO DE ZONAS DE INHIBICION
Y DETERMINACION DE CONCENTRACION LETAL

Se resuspendieron colonias, se centrifugaron y se prepararon diluciones
seriadas en forma similar al ensayo anterior, para elegir por espectrofotometria
aquella fraccién que poseia una concentracion de 4x3107 UFC/ml. De esta
solucion se tomd 1 ml que se agregd a 2 mi de amortiguador de fosfatos y esta
mezcla se adiciond a 3 ml de medio Peptona-Glucosa-Levadura (PGL: 10 g
agarosa, 10 g peptona, 10 g glucosa y 0.5 g levadura por litro) concentracién
2X, mantenido a 37°C para evitar su gelificacién. Se homogenizé el medio con
las bacterias para luego distribulrlo en una placa de cultivo que se mantuvo a
temperatura ambiente durante 80 minutos para permitir soliditicacion, y una vez
transcurrido este periodo se practicaron en et medio hoyos de 3 mm de
diametro, donde se agregaron 3 k!l de agua bidestilada y desionizada que
contenian cantidades variables del agente microbicida a analizar que
oscilaban entre 10 y 0.5 pg. Las placas se incubaron a 37°C y se permitio el
crecimiento de las colonias embebidas en el medio de cuitivo hasta la
aparicion de colonias de tamafio apreciable. Con una regla graduada hasta
0.5 mm se hicieron las medidas perlinentes en los ¢asos en los que aparecid
un halo que indicaba Ia inhibicidon de crecimiento bacteriano debide a la
ditusién del 2gente analizado a partir de los hoyos practicados al medio. La
prueba testigo se constittyd como el analisis de hoyos en los que se agregd
unicamente agua sin agente microbicida. Los resultados se expresaron como
graficos que muestran e! diametrc de los halos farmados versus la cantidad de
peptido agregada en los hoyos. La concentracion letal de cada agente para
cada bacteria se calculé de acuerdo ai modelo matematico publicadoe por
Hultmark et al. (1382)(Apéndice 2).

ACOPLE DE AGENTES MICROBICIDAS
A BACTERIAS

Luego de resuspender colonias de Brucefia 0 Escherichia, centrifugarlas
y preparar una serie de diluciones seriadas en forma simitar al ensayo
bactericida descrito anteriormente, se determind por densidad Optica la fraccion
que contenia 4x107 UFC/ml. de la cual 100 pl (que poseian porlo tanto 4x105
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UFC/ml) fueron incubados juntc ¢on 10 nug del agenie a analizar
suspendidos en 3 ul de agua destlada y desionizada durantg 30 minuios a
4*C. Transcurrido este tiempo se centritugd la suspension durante 20 minulcs
se descarto el boten gque se obtuvo y se volvid a centrifugar por otros 20
minutos para descartar nuevamente el boton y someter a analisis el
sobrenadante. Para determinar si el agenie microbicida utilizado se habia
acoplado o0 no a la membrana de la bacteria empleada hasta el momento en la
primera parte de este ensayo. se observ0 si el sobrenadante obtenidc
presentaba actividad bactericida al agregarlo a un botdn de £ cali colectado
luego de centrifugar durante 20 minutos una solucion con volumen de 100 ul y
que conienial05 UFC/ml. Se agitd el sobrenadante ¢on el botdén para
resuspender este Udltimo y se incubd entonces durante un periodo de 20
minutos a 37°C para continuar el ensayo como se hizo en la parte finaf de la
prueba de accidn bactericida.

En el caso de que la bacteria analizada en la primera parie de la prueba
tuera E. coli. se corria en forma paralela a este ensayo otra prueba equivalente
que seguia todos los procedimientos descritos con anterioridad hasta el
momenio en que se obtenia el sobrenadante a analizar, paso a panir del cual
se agregaban 900 ul de amortiguador directamente a los 100 ul de
sobrenadante y se realizaban otras dos diluciones adictonales seriadas en el
orden 1:10Q para finalmente cultivar 100 ul de estas dos Litimas diluciones en el
medio propicio. De esta forma se determinaba el numerd de bacterias que no
se lograran sedimentar luego de realizar los dos periodos de c¢entrifugacion
mencionados, y que se agregarian al boton con 105 UFC/ml. En el caso de los
ensayos con Brucella no era necesario realizar esta prueba paraleia ya que al
crecer mas rapidamente E. ¢oli, las brucelas que no se lograron sedimentar no
intererian con el recuento final de colonias. Para las pruebas testigo se utilizé
amortiguador sin agente microbicida durante la primera incubacion de 30
minutas a 4°C y Ios resultados se informaron al igual que en el ensayo
bactericida. como porcentaje de inhibicidon de crecimiento de bacterias en la
prueba normal respecto al ensayo testigo. En el caso de peptidos de accién
rapida se utilizé un ensayo simiiar al que se emplea en et acople de agentes
microbicidas al LPS. sustituyendo en los pozos las moléculas de LPS por
bacterias {ver siguiente seccion)
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ACOPLE DE AGENTES MICROBICIDAS AL LPS

Se utilizé LPS de B abortus cepa $19, LPS de 8. abortus cepa 45/20, y
LPS de B. ovis cepa REO 198, asl como el LPS testigo de Saimonella
montevideo, extraidos y purificados de acierdo a métodos descritos
anteriormente (Moreno et al. 1981). Se disolvieron a una concentracion de 25
mg/ml en agua bidestilada y desionizada, se sonicaron para favorecer la
solubilizacidon de las moléculas, y se almacenaron en refrigeracion a -20°C. Se
prepararon placas con medic PGL y 4x107 UFC/mI, similares a las utilizadas en
la prueba anterior, se practicaron 10s hoyos de 3 mm de diametro, y se
agregaron en todos S pg del agente microbicida & analizar, junto con
cantidades variables de 10s lipopolisacaridos que oscilaban entre 25 y 1.25 pug,
para determinar si los diferentes LPS posefan la capacidad para acoplar a los
agenles analizados, de tal forma que impidieran la formacion de halos de
inhibicion de crecimiento de bacterias. En la prueba testigo se agregé agente
microbicida pero no se agregd LPS. Los resullados se expresaron como
graficos que muestran el diametro de los halos de inhibicidn de crecimiento
versus la cantidad de LPS agregada.

ACOPLE DE AGENTES MICROBICIDAS
A FRAGMENTOS DE ENVOLTURA CELULAR,
‘BLEBS' O ANTIGENO SALINO

Se utilizaron 'blebs' de B. abortus S19 que contienen esenciaimente
membrana externa con LPS y protelnas del grupo 3 (Gamazo et al. 1989). Ya
que {as brucelas rugosas no producen 'blebs', se usaron fragmentos de
membrana envoltura celular que incluyen {anto membrana externa como
interna en el caso de B. aborius 45/20 (Moriyon & Berman 1982) y antigeno
salino que posee membrana externa rica en LPS y proteinas del grupo 3
(Gamazo et al. 1989),
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SENSIBILIZACION DE BACTERIAS

Se prepardé una suspension de B. aborius 45/20, se centritugd y se
prepararon diluciones seriadas, a partir de Ias cuales se eligié por densidad
optica aquella fraccion que poseia una concentracion de 8x107 UFC/ml. Se
tomaron 100 ul de esta solucion y se agregaron & 100 pl de una solucion de 20
mg/mi de LPS de S. montevideo o LPS de B. atorius S19. Se sonicod la mezcla
tres veces, un segundo cada vez, para permitir ja incorporacion de moiéculas
de LPS a la ME de [a 8. abortus 45/20. Se incubd la solucién con las bacterias
durante 18 horas a 40°C y posteriormenie se realizaron tres lavados para
descartar al LPS del sobrenadante despues de centrifugar por 20 minutos. EH
botén obtenido finalmente se resuspendid en 200 ul de amortiguador, fue
separado en dos mitadas iguales, y se condujo el resto de la prueba como un
ensayo bactericida, al agregar a una de las dos mitades 10 g del agente a
analizar, que se incubd por 20 minutos. La otra mitad se utilizd como testigo.
Los resultados se informaron como porcentaje de inhibicidn del crecimiento de
colonias.

ANALISIS ESTRUCTURAL
DE MIOTOXININAS

Se estudiaron las secuencias de las mictoxininas | y [l mediante un
andlisis de hidropaticidad a través del método de Kyte y Doolittle (1982)
{Apéndice 3) para determinar la capacidad de combinacién con el agua de ias
dos moleculas. Los resultados se expresaron como graficos de 10s valores de
hidropalicidad. También se analizaron las secuencias para determinar.ta
posible tendencia a tormar héiices o mediante analisis con el método descrito
por Schiffer y Edmundson (1967)(Apéndice 4). Los resultados se expresaron
como representaciones axiales de las molecuias.
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En el Cuadro 1 se presentan los resultados obtenidos al determinar la
sensibilidad de las bacterias utilizadas frente a los diterentes agentes

cationicos muesltreados.

Cuadro 1. Actividad antibacterial de los agentes catidnicos?.

Agente f. coli B abortus B, abortus K. ovis
bactericida 29048 S19 45/20 RO 198

Melitina 100.00=0.00 19.03=2.07 31.01=2.47 39.97+2.59
Polimixina B sulfato 10000=0.00 0.62:0.29 23.94+1.02 32.82=147
Cecropina A 100.00 0.36 Q.52 0.61
Cecropina Pl 97.75 49 22,51 2400
Magainina 2° 93.67 1.02 1.300 245
Magainina 2 amida 84.2¥% 0.00 0.52 097
Bactenecina 5 (0-31) 76.80:5.22 059071 397:1.11 11.89-146
Bactenecina 7 (1-35) 97.30:0.75 1.39:0.70 8.5622.19 100.00x04X)
Proteina cationica 18A 91.07£3.000 1.09:0.82 9.91:1.68 14.30=2.34
Poli-1.-Ornitina 99.54:0.42 0.92:0.73 14.74=3.44 57.20+4.10
Poli-L-Lisina 99.063:0.32 0.51:033 0.9521.31 55.88+2.33
Delensina Np-2¢ 93.99:3.65 0.58:0.36 1.32+).30 N.D#

lacloferricina R® 93.94:1.19 10.9521.52 23.15:1.04 25.60:0.53
lLactoferrina hovinad 85.83+1.96 0.63:026 9.49:0.74 15.61=2.34
Miotoxina (B, nummifer)?  45.153:1.53 0.04:0.17 0.37:0.05 109123.67
Miotoxina | (B. asper)d 41.74:2.61 0.38:0.68 0.73:0.34 18.0725.00
Mioroxina 11 (B. asper)¢ 87.35:1.49 0.2121.46 17.1321.35 24.29:0.89
Niotoxinina ¢ 05.48 0.2 C.8¢ 1.31
Miotoxinina 1P 0.000 0.00 0.0¢ 0.00
Lisozimu® 81.1222.54 699216 27.642149 30.3021.76
[DTA® 97.26=0.77 092:0.72 238145 0.84=408
Trisamina® 70.56=2.01 141111 2.2122.11  3.39:1.55

3| a actividad se expresa coma porcentaje ds inhibicion en el crecimiento de la bacteria luego de incubar

durante 20 mihulos con 10 pg del agents {a excepcicn de los casos indicados).
® Se incubd durante 180 minutas con 10 ug dal agente.
¢ Se incubd durante 90 minutas con 1D ug del agsnte.
2 5e incubé durania 180 minutos con 10 pg del agenle y 10 pg de lisozima.

¢ Se incubod durante 18D minutos con 200 ug deal agents.

t Se realiz6 Gnicamente un ensayo para cada prueba.

9 No se determming.
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A excepcion de B. ovis en presencia del péptido bactenecina 7 [1-35], E.
coli en todos los casos fue menos resistente a 1a accidn de (os distintos agentes
calidnicos que las brucelas. Los agentes de mayor potencia contra & colf
fueron cecropina A, polimixina B, melitina, poli-L-lisina, poli-L-ornitina,
cecropina P1 y bacfenecina 7 (1-35). Defensina NP-2, magainina 2,
lactoferricina B y miotoxinina | presentaron una actividad superior al 90% de
inhibicion del crecimiento bacieriano Unicamente después de incrementarse el
tiempo de incubacién. Ei acido etilendiaminotetracético logré también un efecto
importante sdlo después de incrementarse notablemente el tiempo de
incubacién asi como la cantidad del compuesto (en el caso de trisamina,
aunque se variaron las condiciones en forma similar al EDTA, los resultados no
iueron igualmente satisfactorios). Las miotoxinas y la lacteferrina bovina
presentaron actividad sélo después de aumentar el periodo de incubacion y de
agregarse lisozima junto a la proteina, y en el caso de la miotoxina | de 8. asper
v la miotoxina de B. nummifer los resultados fueron siempre inferiores at 50%
de inhibicidn en la formacidn de colonias, ain después de la combinacion ¢on
la muramidasa. la mictoxinina |i no exhibié ninguna actividad.

B. abortus $19 fue 1a bacteria que desplegé mayor resistencia. Para este
organismo los agentes con mayor actividad microbicida fueron melitina y
lactoferricina B respectivamente, aunque estos porcentajes de inhibicidon (19.03
y 10.85%) estuvieron muy por debajo de los niveles minimos observados en £,
coli para los compuestos con la menor actividad (41.74% en el caso de la
miotoxina | de B. asper). Los demas agenles, con excepcidn de lisozima,
presentaron una accién casi nula siendo magainina 2 amida del todo inactiva.

B. abortus 45/20 ocupd en todos los casos una posicion intermedia de
sensibilidad respecto a B. abortus S19 y B ovis. Melitina fue la molécuia que
mostrd el mas alto porcentaje de inhibicion (aungue al igual que en el caso de
B. abortus $S19, este resultado tue inlerior a los minimos en E. cof). Lisozima,
lactoferricina B, polimixina B suifato, y cecropina P1 también inhibieron
considerablemente el crecimiento de Ia bacteria. El resto de las moléculas
tuvieron una actividad variable, siendo las menos efectivas cecropina A,
magainina 2 amida, 1a miotoxina de B. nummifer y la miotoxina | de B. asper.

B ovis fue la brucela menos resistente. Como se mencionod
anteriormente, esta bacteria fue muy sensible a la accién de bactenecina 7 (1-
35), siendo incluso Iigeraménte mas sensible que E. co¥ (en todos los demas
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casos B. ovispresentd mas resistencia que Escherichia). Poli-L-ornitina y poli-
L-lisina inhibieron en forma notable el crecimiento del parasito, asi como
melitina, polimixtna y lisczima en menor grado. Magainina 2 amida y cecropina
A tueron las moléculas menos activas.

ENSAYO DE ZONAS DE INHIBICION
Y DETERMINACION DE CONCENTRACION LETAL

En las Figuras 17, 18, 19 y 20 se observan los resultados del ensaye de
zonas de inhibicién con los agentes microbicidas que permitieron establecer
curvas de relacién entre &l diametro de los hatos formados y la concentracion
del agente.
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Figura 17. Ensayo de 2onas de inhibicion.
A. Polimixina 8 suilato. B. Lactolericina B.
0S19, A45/20, ) REO 198.
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En los graficos no se presentan los datos para E. c¢ofi, que no pueden
compararse directamente con los resultados de las brucelas ya que, al crecer
los parasitos intrecelulares mas leitamente (el tiempo medio de reproduccion
de Brucelia es 2.5 horas, mientras que el de E. cofi es 20 minutos). los agentes
microbicidas pueden difundir una distancia mayor a partir del pozo donde se
agregan forméandose asi halos de mayor tamano, por lo que se podria
interpretar una mayor sensibilidad a los agentes por parte de las brucelas, lo
cual se descarta de acuerdo a la informacién obtenida a través del ensayo de
accion bactericida. Sin embargo, dentro del mismo género Brucella si pueden

establecerse relaciones al ser los tiempos de generacion similares.
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Figura 18. Ensayo de zonas de inhibicion.
A. Bactenecina 5 (0-31). B. 2aclenecina 7
(1-35). 0 S15. 1 45/20, 0 AEC 198.
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Es posible observar que en todos los casos, 8 abortus S19 fue la
bacteria mds resistente a 1a accidn de los agentes catiénicos presentando halos
de menor tamano, mientras que B. ovis resultd la mas sensible con los halos
mayores, ocupando 8. abortus 45/20 una posicion media.

Los halos formados por los distintas agentes presentaron caracteristicas
variadas. Bactenecina 7 (1-35) y melitina mostraron halos con bordes
claramente definidos (en el caso de melitina, fue notable ia presencia de un
borde de bacterias muy engrosadas limitando al halo). Polimixina B sulfato y la
proteina catidonica antimicrobiana 18A exhibieron bordes definidos a
concentraciones altas, pero limites difusos a bajas concentraciones.
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Figura 19. Ensayo de zonas de
inhibicién.  A. Poli-L-lisina. B. Poli-L.
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En los casos de cecropinas A y P1, y de magaininas 2 y 2 amida, se
observaron halos con bordes relativamente definidos, y un ligero gradiente de
bacterias no inhibidas creciendo en el interior de los haios. En el caso de las
miotoxinas, a pesar de que se observd una reduccién en la densidad de
bacterias creciendo alrededor del poze donde se agregaron 1as proteinas,
nunca se llegd a observar la tormacion de un verdadero halo de inhibicidon. En
e caso de lactoferrina, lisozima, acido etilendiaminotetracético y trisamina, no
se observd alteracion alguna en el crecimiento de las bacterias. La prueba no

s€ llevd a cabo con defensina NP-2.
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Figura 20. Ensayo de zoras de inhibicidn.
A. Proteina catiénica antimicrobianai8A.

B. Melitina. 0 S19, A 45/20, ) REQ 198,
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En el Cuadro 2 se muestran los datos de concentracion letal para los
agerntes bactericidas, calculados a panir de las curvas anteriormente mostradas
0 a partir de pozos Unicos, de acuerdo a @ metodologia de Aulimark y
colaboradores (1982)(ver Apéndice 2).

Cuadro 2. Concentraciones letales @ inhibitoriasde los agentss catidnicos® .

Agenie E coli B. abortus E. abortus B. ovis

bactericida 29648 S19 45/20 REO 198
Polimixina B sulfato 1.03:0.13 0.306«0.02 0.13:001 (.1220.01
Lactoferricina B 2.8320.30 N.H.b 43.72=2.13¢ 1.63:0.18
Proteina catiénica 18A 3.64:0.10 2.85:0.07 1.40=0.06 1.18=0.03
Melitina 3.73:0.27 1.6720.12 1.56<0.19 1.05=0.11
Bactenecina 7 (1-35) 12.14:1.08 4.25:035 072:002 (.45+0.06
Bactenecina 5 (0-31) 24.37+5.82 62.37+7.91¢ 4,05:0.48 0.07+0.00
Cecropina A 14.72¢4 10.40¢¢ 4.48¢4 3.02¢4
Cecropina P1 17.37<¢ 7.64¢¢ 2.275d 1.91%
Magainina 2 N.H.p.ed 8.6704 6.29¢9 4. 4800
Magainina 2 amida 39.70r4 26.54¢8 6.294 4.70c9
Poli-L-Ornitina 22.2623.79 N.H.? 90.03270.82 606.17=14.82
Poli-L-Lisina 34.84£14.61 N.HP 23.67=0.23 12.69:22.43

% | a concentracdn ‘etal se defina como la menor concentracién da péptido (pgAnl} nacesaria para inhibir
ia formacion de colonias en la placa de egar. Se calcularon los datos a patitr de curvas en que se
asocia |z cansdad de agente agregada y el diametro de los halos formados {gxcepto en los casos
indicados).

b No se formaron halos.

¢ Sae calculd la concentracidn letal a partir de los datos de un solo pozo.

d Se realizé Unicamente Ui ensayo pata cada prueba.

Como se menciond anteriormente, l0s datos de E. cofi y las diferentes
especies de Brucella no son comparables. En E. coli, polimixina B sulfato
presentd la concentracion letal mas baja. Lactoferricina B, la proteina catidnica
antimicrobiana 18A y melitina también presentaron valores bajos. Poii-L-lisineg
mostré el datc e mas alto valor,

Analizando las distintas brugelas, se observa que se requirieron
concentraciones mas altas de agentes microbicidas en 8 abortus S19 para
gjercer un efecto inhibitorio. Polimixina B sulfato presenté la mencr
cancentracién letal en esta bacteria. Melitina y proteina catiénica
antimicrobiana 18A tuvieron asi mismo una concentracién letal baja. El valor
mas alto se observd en bactenecina S (0-31). Tanto para B, aborius 45/20 como
para B. ovis, polimixina B sulfato fue la molécula con ei valor mas bajo ce
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concentracion letal, mientras que poli-L-ornitina fue el agente con la mayor
concentracion letal. Las dos bactenecinas mostraron valores bajos en B. ovis,
asi como bactenecina 7 (1-35), proteina catidnica antimicrobiana 18A y melitina
para B. abortus 45/20.

ACOPLE DE AGENTES MICROBICIDAS
A BACTERIAS

En la Figura 21 se muestran los resultados para la prueba de acople a
bacterias efectuada con defensina NP-2 y lactoferricina B.
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Figura 21. Acople de agentes microbicidas a
bacterias. A. Defensina NP-2. B. Lactoferricina
B. 0S19. A45/20. 0 REO 188. Q E. coli.
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Esta prueba se llevé a cabo utilizando comparacion de porcentajes de
inhibicion del crecimiento de colonias uUnicamente para péptidos c¢mo
defensina NP-2 y ilzctoferricina B que requirieron tiempos extensos de
incubacién para desarrollar su actividad, ya que con agentes de accion rapida
no se logré estandarizar la metodologia.

Como puede observarse en |la Figura 21, si el tiempo de la primera
incubacion de los péptidos con cada una de las bacterias se incrementa, se
observa un menor porcentaje de inhibicién en el crecimiento bacteriano de E.
colt (debe recordarse que en lodos [os casos la segunda incubaciéon del
sobrenadante obtenido en la primera parie del ensayo se realizd centra E. coli),
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Figura 22. Ensayo de acople de ageniss
microbicidas a baclerias. A, Palimixina B.

B. Melitina. 0 S19, A 45/20,  REC 198, O £. coh.
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indicando asi que =l péptido se esta acoplando efectivamente a los organismos.
ya que existe una menor cantidad de agenie bactericida libre en el
sobrenadante que se estd analizando. Sin embargo, se puede detectar
claramente gque B abortus S19 es la bacteria que acopla menar cantidad de
peptido porque permanece mas agente en el sobrenadante para actuar
inhibiendo posteriormente el crecimiento de Escherichia, mientras que E. coli es
el organismo que mas compuesto acopla. B. abortus 45/20 y B. ovis acoplan
menos cantidad de agente que E cofi, pero no alcanzan los bajos niveles de
acople mostrados por 8. abortus S19.

En la Figura 22 se muestran [os resultados de Ja prueba de acople a
bacterias para polimixina B y para melitina. Este ensayo se llevé a cabo
utilizando zonas de inhibicidn en aquellos péptidos de accién muy rapida y que
a la vez formaron halas de gran tamano en placas con colonias de £ cofi 8.
abortus S19 fue |la bacteria que menos péptido acopld, ya que permitio la mayor
difusion de las moléculas y por [0 tanto se formaron los halos de mayor tamanio,
mientras que para £ coli se observaron los halos mas peguenos, 1o que indica
que en esta bacteria se da un mayor acopie de los péptidos. Nuevamente 8
abortus 45/20 y B. ovis ocuparon posiciones intermedias respecto a £, coffy B.
abortus S19, con un menor acopfe de méleculas a B ovis.

ACOPLE DE AGENTES MICROBICIDAS AL LPS

En las Figuras 23, 24 y 25 se pueden observar los resultados de las
pruebas en las cuales se determiné si los agentes catidnicos tenian ia
capacidad de acoplarse a lipopolisacaridos de las distintas bacterias.

Comparando al LPS de Salmonefla montevideo y al de B. abortus S19,
de acuerdo a {a Figura 23 se puede observar que el lipopolisacarido de B,
abortus es el que acompla la menor cantidad de péptidos, ya que permite ta
tormacion de halos de diametro mayor. En la Figura 24, cuando se analizan
ademas los LPS de 8. abortus 45/20 y 8. ovis, se encuentra también que la
molécula de §. montevideo es la que adsorve una mayor cantidad de agentes
microbicidas con excepcion del LPS de B. abortus 45/20 en presencia de
melitina, ya que a la maxima concentracion de lipopolisacarido, se comporta
praclicamente igual al de Saimonefia. Sin embargo, se observa que el LPS de
B. ovis acopla menor cantidad de peptidos que el LPS de 8. abortus 45/20, a
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pesar de que B. ovis como bacteria completa acopldé mas moléculas

microbicidas que B. abortus 45/20.
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Figura 24, Prusba de acople de agentes
microbicidas al LPS. A. Mslitina. B. Protelna
cationica 1BA. 0 S19,-A 45/20, { REO 198, O S.

montevideo.

Ademas, es notable ademés destacar que de acuerdo a la Figura 25,
frente a lactoferricina B y & polimixina B sulfato, el LPS que menor cantidad de
péptido acoplé fue el de B. ovis. acoplando menos péptido incluso que el LPS

de B. abortus S19.
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Figura 25. Prueba de acople de agentes microbicidas
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ACOPLE DE AGENTES MICROBICIDAS
A FRAGMENTOS DE ENVOLTURA CELULAR,
'‘BLEBS’ O ANTIGENO SALINO

45

En las Figura 26 y 27se muestran los resultados de |a prueba de acople

de agentes microbicidas a fragmentos de envoltura celular, 'blebs’ o antigeno

salino.
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Figura 26. Ensayo de acople a envollura clular,
‘blebs’ o antigeno salino. A. Mslitina. B. Protsina
catidnica antimicrobiana 18A. O S19, A 45720, () REQ
198.

De acuerdo a las Figuras 26 y 27 se observa que los 'blebs' de 8.
aportus S19 acoplaron cantidades muy similares de péptidos que los
fragmentos de envoltura celular de B. aborlus 45/20. mientras que el antigeno
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salino de 8. ovis fue el que acopld mayor cantidad de péptidos en todos los

casos.
A

fiamelro (cm)
15

Wl L 4 . P | | S 1
0 5 10 18 20 25
membranas (ug)

didmetro (cm)
1.2

13
0.8 ]

0.4 4

¥ . aw gt W g we - oW Iy

) 10 15 20 25
membranas (ug)
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SENSIBILIZACION DE BACTERIAS
CON LPS

En el Cuadro 3 se ilustran los datos de |a prueba de sensibilizacién de

bacterias utilizando hpopohsacaridos.
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Cuadro 3. Actividad antibaclerial de agentes catidnicos al sensiblizar a 8. abortus 45/20 con
lipopolisacéridos®.

Agente Testigo LRS LPS
bactericida sin LPS B. abortus 519 8. montevideo
Melitina 31.61247 16.40=1.14 (p<0(G1)>  99.09=0.43
Polimixina B sulfato 23.94:1.02 8.940.67 (p<001)®  99.11=0.94
Lactoferricina B 23.15=1.04 17.17-0.83 {p<.001)t  97.4222.34
Poli-L-Ornitina 14742344 11.14=202 (p<02)*  98.06z1.39
Proteina catiénica 18A 9.91£1.68 7.21:0.33 (p<0l1)*  97.86:0.48
Bactenecina 7 (1-33) &.56+2.19 7.4320.97 (p<2)t  98.71=].08

8 [ a actividad se expresa Como porcaniaje ds Inhibicidn #n farma sirifar a como se describid en el Cuacre 3
® Probabilidad de diferencia significativa respecto al lestige

Al someter la membrana de B. aborius 45/20 a la incorporacion de
lipopalisacéridos de S. montevideo y de 8 abortus S19, y luego realizar un
ensayo de sensibilidad a la accion bactericida de los distintos agentes
microbicidas, se observa que mientras el tratamiento con LPS de 8. montevideo
sensibiliza a las bacterias a la accion de los péptidos. el LPS de B. abortus S19
gjerce incluso un efecto protector sobre las bacterias en la mayoria de 10s
€asos.

ANALISIS ESTRUCTURAL DE LAS MIOTOXININAS

En la Figura 28 se muestra el analisis de hidropaticidad en las molécutlas
mictoxinina iy Il
hidropaticidad

. ™

"

Fs-

00

!

res-3ug

Figura 28. Nivel de hidropalicidad de las miotoxininas
| y It. Se ttilizd un ambito de 7 residuos para calcular los
valores. O Miotoxinina ). O Miotoxinina !i.
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Se observa que la miotoxinina | posee una region hidrofébica hacia €l
extremo carboxilo de la molécula y un caracter hidrofilico en su extremoe amino,
mientras que la miotoxinina Il es uniformemente hidrofilica.
En las Figuras 29 y 30 se ilustran las secuencias y las proyecciones
axiales de cada una de las mioloxininas.

1 10
Lysa-Lys=-Trp~Ars-Tro~-Trp~Leu-Lys-Pro-Leu-Cys-Lys-Ly=

Figura 29. A, Secuencia ds (a3 miotoxinina |. B, Proyeccion
axial da fa miatoxinina |. Los circulos negros indican rasiduos
hidrofohicos. Los circulas cleros muesiran regiduos hidrotilizos.

Es posible detectar de acuerdo a la Figura 29 que la miotexinina | tiene
un aito potencial para formar una hélice « de caracter anfitilico debido a la
distribucidn de los residuos hidrofilicos en una cara de |a proyeccion axial y 108
residucs hidrofébicos en la otra cara de la molécula. Por el contrario, en la
Figura 30 se abserva que-.a mictoxinina Il no posee este potencial ya que
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existen Unicamente tres residuos hidrofdbicos que no se ubican agrupados en
una sola region de la proyeccion axial.

A
3 10
Lys-Lys=AsD=hArg~Tyr-Ser-TyYr-Ser-Trp~-Lys-Asp-Lys

Figura 29, A. Secuencia de fa miotoxinina Il. B. Proyeccién
axial de la miotoxinina li. Los circulas negros Indlcan residucs
hidrolébicos. Los circulos claros muesiran residuos
hidrofilicos.
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DISCUSION

Los resuitados demuestran que E. cofi, |la bacteria que se usé como
testigo en todas las pruebas, fue mas sensible que Brucella a la accion
bactericida de los agentes catidnicos. Ademas, los péptidos fueron mas activos
en su accidén microbicida que las proteinas.

Observe una gran variedad de actividades microbicidas en las distintas
moléculas cationicas. Analizando el caso de E. coli unicamente, que fue el
organismo en el cual se estandarizaron los procedimientos, encontré que la
polimixina B sulfato, la poli-L-lisina y la poli-L-ornitina poseen una potente
actividad bactericlda muy similar entre si, lo que esta de acuerdo con trabajos
anteriores (Carr & Morrision 1985, Moore et al. 1986, Vaara 1981, Vaara &
Vaara 1983). La melitina fue otra de las moléculas con gran poder bactericida,
pero la literatura menciona que muchas veces las preparaciones comerciales
de este agente vienen accmpanadas de fosfolipasas a 1as que hacen
responsables de llevar a cabo gran parte de la accion citolitica (Wille 1989). En
este trabajo. sin embargo, observeé que la miotoxina Il de B. asper, a pesar de
no ser una fostolipasa activa {Francis et al. 1991} presenté mas actividad que la
miotoxina | que si tiene aclividad fosfolipasa adema&s de accion miotdxica
(Gutiérrez et al. 1984b). Tomando en cuenta que estas proteina necesitan de |a
lisozima para demostrar su accion, no se descarta una actividad potencladora
de fosfolipasas en los resultados obtenidos con el peptido del veneno de abeja.

La magainina 2 amida trabajé mejor que la magainina 2 gracias a la
sustitucién de tres residuos relativamente hidrofébicos en la molécula natural
por residuos altamente hidrofébicos er el péptido s:ntético que le contieren una
mayor anfifilicidad y consecuentemente una mayor actividad bactericida. Las
cecropinas presentaron actividades semejantes entre sf y fueron a su vez mas
polentes que las magaininas, tal y como se ha descrito anteriormente
(Groisman et al. 1992a). La defensina NP-2 presanté una actividad débil en
comparacién a otras moléculas utilizadas en este es:udio a pesar de ser unade
las moléculas mas activas en su iamilia sin 2mbargo mis resultados
concuerdan con los hallazos de otros laboratorics (Groisman et al. 1992b.
Vaara 1992) Bellamy y colaboradares (19¢3a) enconiraron que la
lactoferricina B actuo en un tiempo menar de incubacion que el utilizado aqui.
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Sin embargs las condiciones de tiempo, conceniracion y sofucion no tueron las
mismas. lo que puede explicar |a variacion entre ambos ensayos.

La miotoxinina | actud en forma similar a Iz lacioferricina. El analisis de
la actividad bactericida de péptidos sintéticos con secuencias similares pero
diferentes Igngitudes indica que aqueilas nioléculas con un tamafo que oscila
alrededor de 10s 20 aminodacidos son las que presentan una mayor accién
microbicidz (Bessalle et al. 1993, Lezi et al. 1988) mientras que agentes de
mayor 0 mencr numero ge residuos exhiben una disminucion en la actividad.
Seria interesante sintetizar homdlogos de {a miotoxinina | de mayor longitud
(esla molécula posee 13 amineacidos) para determinar si su potencial
antibidético puede incremantarse. Posiblemente |z miotoxinina Il no presenta
accién deb'de a su pequeno tamano (posee un aminoacido menos que la
miotoxininz |). por su caracter hidrofilico a 10 large de toda la moulécula (lo que
impediria qgue se insertara en membranas) y a la presencia de cargas negativas
en los residuos de asparagina (que neuiralizan las cargas positivas de los
residuos catidnicos).

Como mencioné anteriormente, detecté que las proteinas tuvieron en
general efectos mas détiles que los péptidos de bajo peso molecular. A nivel
de conceniracion molar trabajé siempre con una menor cantidad de proteinas
respecto z peptidos, pero algunos autores indican que igualando lias
concentraciones molares de lactoferrina y lactoferricina B |, esta Ultima siempre
25 mas activa presentando un efecto bactericida, mientras gque la proteina
compieta presenta solo un etecto bacteriostatico en las mismas condiciones
(Bellamy et al. 1993a, Yamauchi et al. 1993). Lo anterior cancuerda con mis
resultados y sugiere que ademas de relaciones estequiométricas se deben
tomar en cuenta impedimentos estéricos, como un gran volumen, que pueden
impedir a estas mo'éculas penetrar y desorganizar [2 membrana externa de las
bactlerias. =< imponante sehalar due este fendomeno es mayor en membranas
de bacterias gram negativas que en organismos gJram positivos o0 en
membranzs de células eucaridnicas. En este estudio la lactoferrina fue capaz
de ejercer una accion permeabilizante junto a lisozima como se ha observado
en otros 2nsayos dc~de agentes caticnicos facilitzan la accién de la
muramidasa (Vaara & ‘aara 1981) lo que sugiere qus efectivamente es e
tamarito de la molécula € que impide que actie per si sola en bacterias gram
negativas.
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De acuerdo a mis resultados, la miotoxina || de 8. asper es capaz de
permeabilizar bacterias y hasta donde tengo conocimiento, esta tesis es el
primer informé en el que se demuestra actividad permeabifizadora por parte de
fosfolipasas A miotdxicas de viperidos en bacterias (anteriormente se habia
descrito la accion bactericida de la fosfolipasa basica de la cobra Naja
nigricolis [Elapidae] pero solo en mutantes de E. coli K12 ya que la cepa
silvestre siempre fue resistente [Chwetzoff 1990]). La miotoxinina | es
probablemente el dominio molecular que induce esta permeabilizacion. Para
la miotoxina de B. nummiter y |la miotoxina | de B. asper que presentaron una
baja actividad microbicida {rente a E. coli aun después de agregar lisozima, los
resultados indican que estas moléculas a pesar de estar estructuralmente
relacionadas con fa miotcxina V' y de poseer caracter anfifilico y actividad
independiente de la acddn fosfolipasa (Dias et al. 1991, Gutiérrez et al. 1989)
no preseritan los requerimientos de cationicidad o estructura quimica especifia
necesarios para permeabilizar ta membrana externa de E. cofi. Obtener la
secuencia de estas mioloxinas seria muy valioso, ya que asi se podrian evaluar
adecuadamente los requisitos estruciurales necesarios para la accién citolitica
en bacterias.

La lisozima, que es una enzima de un tamano muy similar al de las
miotoxinas. posee la capacidad para acoplarse al iPS en solucidon (Takada et
al. 1994). Tambiéen tiene accién microbicida semejante a la de la poli-L-lisina a
través de actividad de dominios catidnicos independienies de la acccion
muramidasa en bacterias gram positivas (Laible & Germaine 1985, Tompkins et
al. 1891, Wang & Germaine 1991). Sin embargo no actia por si sofa en
bacterias gram negativas (Vaara & Vaara 1983a). Ser{a interesante realizar
ensayos que permitan eveluar si sgn unicamente condicionamientos estéricos
los que impiden actuar a la lisozima sin ayuda de otros agentes. y si posee un
poder permeabilizante que permita la accicn de moléculas cationicas de bajo
peso mo'ecular. Para esto se pueden utilizar sondas fluorescentes que
penetren el espacio peripladsmico sin alterar la viabilidad de las bacterias
(Martinez de Tejada & Moriyén 1993),

Las pruebas de zonas de inhibicidén con brucelas no reflejan a cabalidad
los resultados del ensayo bactericida. Se ha asumido que por los tamahos
similares de los péptidos utilizados en este trabajo. las velocidades de ditusion
en la placa de agar $0n muy parecidas, pero puaden existir elementos
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particulares a nivef de arreglo tridimensional o estructura quimica que alteren {a
movilidad de las diferentes moiéculas. Ademas, existen factores como
interacciones con el medio que son dificiles de evaluar.

Las concentraciones ‘'letales’ en brucelas calculadas por el método de
zonas de inhibicién no son comparables con las obtenidas en E. cofi. debido no
solo a diferencias en el tiempo de generacion de las dos especies sino también
al nivel de afinidad de las moléculas catidnicas por las bacterias. Con un
tiempo de generacidon de 20 minutos para £ col, al cabo de 5 horas se
tendrian 4x109 bacterias a partir de un $6lo organismo, mientras que con un
tiempo de generacion de 2.5 horas para Brucelfa, al cabo de 5 horas se
tendrian Unicamente 4 bacterias a partir también de un s610 organismo, y asi
por unidad de area siempre existirian mas unidades de £ coff que podrian
consecuentemente adsorver una mayor cantidad de péptidos. A esto hay que
agregar que la afinindad de las moléculas microbicidas por las brucelas es
aproximadamente 5 veces menor que en el caso de £ cofi. Lo anterior explica
par qué en Brucelfa se obseiva gue los agentes catiénicos difunden distancias
mayores, formando halos de mayor diametro y sugiriendo concentraciones
letales més bajas que para £ coli, o que estd en desacuerdo con los
resuliados del ensayo bactericida. En conclusién. la determinacion de
concentraciones 'letales’ por el método de zonas de inhibicidn no sirve para
calcular la accion de los péptidos contra las brucelas respecto a otros
organismos. Sin embargo la técnica es valiosa para comparar la
susceptibilidad entre las diferentes especies de Brucefla ya que todas tienen
practicamente el mismo tiempo de generacion.

Steiner y colaboradores (1981) asi como Boman & Hultmark (1987)
informan de valores de concentracion letal de cecropinas inferiores a los que
se calculan en este trabajo de acuerdo a los ensayos de zonas de inhibicion,
asi mismo Wade y colaboradores (1990) en magainnas. Sin embargo, i0s
valores que se muestran aqui para las cecropinas (y tambien para las
magaininas) provienen de datos de pozos unicas por lo que se debieron wlilizar
diametros inferiores al didmetro critico para calcular las concertraciones letales
(ver Apéndice 2) y esta metodotogia generalmente proporc.onz valores que
sobrestiman los valores reales (Hultmark et al. 1982). Curiosamente, la
lactoferricina B que a nivel de ensayo bactericida tuve una z:cion imporiante
relativa en 8. abortus S19 y 45/20, fue incapaz de formar hz:0s de inhibicidn
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para B abortus S19 y también actué en forma muy débil {frente a 8. aborntus
45120 en esta prueba. Esto nuevamente demuestra inconsistencias en e)
ensayo de zonas de inhibicion.

Al estudiar en forma global 2 accidn de los agentes microbicidas tanto
en E. cofi como en Brucefia, no se observa un mismo patrén de accién de los
distintos péptidos para cada bacteria. Groisman y celaboradores (1992b)
observaron también trabajando con melitina, magainina 2. defensina NP-1 y
cecropina P1 gue distintas cepas de Salmonelia eran diferenciaimente
sensibles a la accion de ias moléculzas catidnicas.

Los agentes catiénicos utilizados en el presente trabajo adoptan
estructuras tridimensionales variadas, sin embargo no observé un patréon
caracteristico de accion de acuerde al tipo de conformacion: hélices « en el
caso de las cecropinas, magainings, y melitina; lamina f§ en la defensina;
comibinacién de hélices a y Iaminas f§ en las proteinas como la lisozima, ta
lactoferrina y las miotexinas: hélices « o lAminas p segun el solvente en el caso
de la poli-L-lisina y la poli-L-arnitina; estructura desconocida aunque 3e
reconoce un caracter anfipatico en las bactenecinas, proteina catidnica
antimicrobiana y lactoferricina B. La miotoxinina | parece ubicarse en una
regicn de la miotoxina Il que no eqguivale a una hélice ¢ (BE. Lomonte,
comunicacion personal) pero el anél:sis de proyeccidn axial indica que posee
todas las cualidades para formar ung estructura de este tipo (ver Figura 298}

Blondelle & Houghten (1992) mencionan que estudiando péptidos con
contenidos similares de aminoacidos pero diferente arreglo tridimensional, las
laminas B presentan menor actividad microbicida que las héelices a. La (nica
lamina p utilizada en esie trabajo fue la defensina NP-2, pero tamando en
cuenta que la magainina 2 adopta & estructura de una hélice a, y requirié un
tiempo superior de incubacion pzara lograr un resultado similar al de la
defensiria, no se puede generalizer el hallazgo de Bilondelle & Houghten
(1992).

Kini y Evans (1989) encortraron en una serie de agentes con
capacidades citoliticas (entre ellcs cecropinas, magaininas, melitinas vy
miotoxinas) un patron catiénico y ar‘filico involucrado en la actividad de estas
moléculas En el presente-estudic aungue [a presencia de un sitio catidnico
asociado a una region anfifilica estaca presente en la mayoria de las moléculas
analizadas. no se detectd un motive catiénico uniforme tan especifico comc el
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descrito de acuerdo al criterio de estos auvtores (Kini & twanaga 1986). El
péptido cort una mayor cantidad de cargas positivas asociadas a un sélo sitio
activo fue el derivado de la proteina catiénica antimicrobiana 18A (11 cargas
positivas y 6 cargas neutras interespaciadas) que mostré una notable accién
bactericida e inhibitoria, pero cuya actividad fue superada por otras moléculas.
Lamentablemente no se conoce la contormacian tridimensional de este péptido
para asl determinar como estan distribuidas las cargas en el espacio, aunque
analisis con la metodologia de Schiffer & Edmundson (1867) permite
establecer que no se trata de una hélice «. Por el contrario, la molécuia con el
menor numero de cargas positivas asoctadas a un sélo sitio activo tue ia
melitina (4 cargas posilivas dispuestas lineaimente) que resultd ser la molécula
mas podercsa de todas las muestreadas haciendo un balance global de su
actividad. Este hecho demuestra que, como se ha comprobado anteriormente
para la polimixina B y derivados (Vaara 1952) y como indican incluso Kini y
Evans (1985), a pesar de que el caracter cationico es necesario para la accion
de los agentes microbicidas (se menciona un requerimiento minlmo de 4-5
cargas positivas para la presencia de actividad microbicida [Blondelle &
Houghten 1292. Vaara & Vaara 1983b)), la estructura quimica especifica de las
moléculas también presenta relevancia, ya que en muches casos determinara
la especificidad de la accidn de las moléculas. Especialmente en 8. ovis es
importante aste fenomeno, ya que moléculas muy relacionadas entre si como
las dos crecropinas Wilizadas, o las dos bactenecinas, presentaron resultados
muy distintos en los ensayos bactericidas.

Como mencioné anteriormente, las bacterias del género Brucelia tueron
mas resistentes a la actividad de agentes catidonicos que una enterobacteria
tipica como E. coli. La unica excepcion fue B. ovis en presencia de bactenecina
7 (1-35), cuyo casc se discute mas adelante. La menor accidn bactericida
contra Brucelia se debe muy probablemente a que estos pentidos se acopian a
la membrar.a de la bacteria con mucha menor afinidad que a otras bacterias
gram negativas. En favor de esta hipotesis tenemos que la defensina NP-2.
melitina, pol mixina B y lactoferricina B se acoplan a Brucelfla en mucha menor
escalaque e E coli

El LFS es considerado como determinante en la accion de los péptidos
ya que a es:a molécula se da el acople inicial para dgsorganizar la membrana
externa. Recientemente se ha identificado que en el mutante de Sa/monelia
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lyphimurium pmrA sensible a polimlxina (Vaara 1981) el detecto que se
observa se localiza en un locus regulador de dos componentes que
normalmente detecta la presencia de cambios en el ambiente y genera una
respuesta adaptativa en el organismo (Roland et al. 1993), en este caso
particular la sintesis de una molécula de lipido A con sustituciones en los
grupos fostato por 4-aminoarabinosa y fosforiletanolamina, volviendo al LPS
menos negativo y menos suceptible al atopie de moléculas catidnicas.

Los experimentos llevados a cabo en mi trabajc apuntan a una efectiva
preponderancia de esta molécula en la susceptibilidad a los agentes
caticnicos. Esto se demostrd en lzs pruebas de sensiblizacion de bacterias por
LPS heterdlogo ya que las brucelzs tratadas con LPS de S. montevideo fueron
mas propensas a la accion de las moléculas microbicidas que los testigos,
mientras que aquellas tratadas con LPS de B. abortus S19 presentaron en
varios casos mayaor resistencia 2 la actividad antibiotica que las brucelas
rugosas sin ningun tratamiento.

De acuerdo al tipo de LPS de cada bacteria, asi fue la sensibilidad
contra agentes catiénicos exhibida. Repetidamente se ha mencionado que
bacterias con LPS de tipo rugosc son més suceptibles a la accidon de agentes
microbicidas que las bacterias con LPS de tipo liso. Esto se debe
principaimente a que las cadenas O pueden enmascarar los grupos negativos
cargados en la regién donde se ubica el acido manooctulosonico (KDQO) vy el
lipido A (Capodici et al. 1994, Farley et al. 1988, Weiss et al. 1986). De necho,
en B. abortus 45/20 se ha descrito una mayor densidad de cargas expuestas a
nivel de superticie qua en B. abortus $19 (Schurig et al. 1881). Aln mas. en 8.
canis (una brucela d¢ tipo rugoso que ocurre naturalmente al igual gue B. ovis)
se detectan sitios anionicos expuestos en la membrana externa atribuidos a
grupos carboxilo y fosfato en la moiécula de LPS (Weber et al. 1977). En las
pruebas de accidn bactericida se observa claramente que las brucelas de
mortologia rugosa fueron mas suceptibles a los agentes microbicidas que las
brucelas de morfologia lisa. De igual forma, se observd una concentracién letal
Inferior en bacterias con LPS de tipo rugoso.

En el ensayo de acople de céptidos a bacterias, observé claramente une
correiacidon entre el acople de los agentes microbicidas a las bacterias y la
actividad de los respectivos agenias. Asi, E cofi fue siempre la bacteria que
acoplé una mayor cantidad de péptidos catidnicos y fue a su vez el organismo
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mas sensible. En Brucelfa, B. abortus S19 fue la cepa que acopld menos
cantidad de agentes bactericidas y a su vez fue la mas resistente. mient:as que
B. ovis acoplo mayor cantidad de moléculas y fue el organismo mas sensible
dentro del género. No tue posible estandarizar la metodologla utilizada para la
lactoferricina B y defensina NP-2 en el caso de melitina y polimixina B perque
la accion de estas dos ultimas moléculas es tan rapida que los intervaios de
manejo de material durante la prueba resultan demasiado extensos para poder
establecer con claridad tiempos puntuales de actividad como se reque:ia para
realizar graficos como los obtenidos con el procedimiento original

En las pruebas de acople de péptidos al LPS, observé que el LPS de
Salmonella montevideo posee una mayor capacidad de acople que los LPS de
las distintas brucelas. En los ensayos er los que trabajé con LPS de ias tres
especies de Brucella utilizadas, encontré que el LPS de 8. abortus 45/20
siempre acopld mas péptidos que el LPS de B. abortus S19, lo que
correlaciona con una mayor sensibilidad a la accion de los distintos egentes
Sin embargo, se pudo comprobar que en B. ovis REG198 no se podiz
establecer esta relacion ya que el LPS de esta bacteria. en presencia de lz
melitina acoplaba menos péptido que et LPS de B. abortus 45/20, a pasar de
haber sido B owvis notablemente mas sensibie en los ensayos bactericicas y de
zonas de inhibicion. Ademds, en presencia de polimixina B o lactoferricina B
el LPS de 8. ovis acoplé menos péptido inclusc que el LPS de B aborus S1&.
bacteria que fue mucho menos sensible a fa accién de estos agentes que
B.ovis {(comparense los datos de porcentaje de inhibicion para lz polimixina B)
Una explicacién posible a este fenémeno es que el LPS de 8. ovis no se
constituye como un LPS de tipo rugoso similar al LPS de B. abortus 45/20, sino
que es un lipopolisacarido con propiedades particulares como lo revela e
hecho de poseer determinantes antigénicos diferentes de los LPS de cepas
lisas 0 de mutantes ruqosos derivados de estas cepas lisas, como es el casc
del LPS de B. aborius 45/20 (Diaz & Bosseray 1973, Moreno et al 1881). En
este sentido. debe recordarse que B. ovis es una especie con un LPS rugosc
natural (Dfaz et al. 1967).

Otra conclusion factible es que aunque el LPS es una moléculz
importante para la accion de los agentes catiénicos, no es el tinico componente
de memorana externa involucrado en esta actividad. Los ensayos de acopiz
de agentes microbicidas a 'blebs', componentes de envoltura celutar y atigenc
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salino revelan que efectivamente exisien otros elementos ademas del LPS
relacionados con la accidén de las moléculas bactericidas. El antigenc salino
de B. ovis posee ademas de LPS, proteinas de membrana externa del grupo 3
(Gamazo et al. 1989, Riezu-Boj et al 1990) a las que podrian acoplarse
también los antibioticos muestreados, El hecha de que células tugosas de 8.
oVvis pero no otras brucelas lisas removieran anticuerpos contra proteinas del
grupo 3 (Riezu-Boj et al. 1990), asi como la induccidn de inmunidad en ratones
al vacunar con-antigeno salino de B ovis (Jiménez de Baglés et al. 1994)
sugiere que estas proteinas estan expuestas en la superficie de bacterias
intactas. Se ha observado que la lactoferrina puede acoplarse a algunas
protelnas de membrana externz de E. ccli pero no se detectd acople a
protelnas de! grupo 3 (Erdei et al. 1994) Sin embargo, estas proteinas no son
equivalentes al grupo 3 en Brucelfa.

L.a similitud en los resultados de acople en el caso de los ‘blebs’ de B.
abortus S19 y los fragmentos de envoltura cewlar de 8. abortus 45/20 podria
deberse a la existencia de porciones de membrana citoplasmatica incluidos en
los fragmentos de envoltura celular. Esto sugiere que en realidad se estaba
analizando una menor cantidad envoltura en comparacion a los ‘biebs' de B
abortus S19.

La idea de que otres elementos ajenos al LPS estan involucrados en la
accion de agentes catidhicos es apoyada por el hallazgo de otro mutante de
Salmonella typhimurium sensible a defensinas, magaininas, meliting y
cecropinas. El defecto del mutante se ubica en un locus regulador de dos
componentes sensible a cambios en el ambiente (Fields et al. 1989. Graisman
et al. 1892b) que no interviene en la sintesis del LPS, por Io que en este
mutante el iipopolisacarido es una molécula naormal. El gen esta involucrado
en la produccidn de una proteina periplasmica o de membrana que serfa la
responsable de la resisiencia a los paotidos (Miller et al 13889). En otras
bacterias gram negativas se observd la presencia de este locus. no asi en
Brucella (Groisman et al. 1989), lo que no impiica que este pardsito no posea
un sistema analogo.

Por desgracia, se conoce muy poco sobre las caracteristicas de ia
membrana externa de B. ovss, lo que dificultz 1a interpretacion de uno de 10s
resultados mas sobresalientes del presente trabajo. como lo es 1a completa
sensibilidad de esta bacteria a la accidn de la bactenecina 7 (1-35). Existe



60
ademas el inconveniente de que esta bactenecina es uno de 108 pocos
péptidos sobre los cuales no se posee informacion sobre su estructura
tridimensional, por lo que es todavia mas dificil el analisis de los datos (la
presencia de un aito nimerc de prolinas indica que probablemente no se trata
de una hélice u o de ldminas f). A nivel de estructura secundaria se predice un
patron similar en cuanto a 1a estructura de las dos bactenecinas (Figura 11B),
pero se observa un distanciamiento ligeramente mayor entre los diferentes
dominios de giros empacados en |a bactenecina 7 (1-35) (Frank et al. 1990)
(ver Figura 11B). En bactenecina 5 (0-30) el motivo mas caracteristico es la
secuencia Arg-Pro-Pro mientras que en [a bactenecina 7 (1-35) es la secuencia
Pro-Arg-Pro. En estas ligeras diferencias es donde debe radicar el poder de
accion de la bactenacina 7(1-35) sobre B. ovis, indicando nuevamente que la
estructura quimica de los péptidos catidnicas, incluso a niveles muy finos como
los mencionados anteriormente, detérminan un comportamiento tan disimil
como el observado en las bactenecinas frente a B. ovis. Incluso se ha
observado que un péptido aislado de baovinos denominado PR-38 vy gque es
igualmente ricQ en argininas y profinas como las bacienecinas, posee un
mecanismo de accidn totaimente distinto que no involucra lisis de membranas
sino inhibicion de la sintesis de proteinas y de ADN (Boman et al. 1893}, Es
interesante que las bactenecinas aisladas en bovinos no actuaron contra el
parasito bovino, sinoc contra el parasito ovino. También resulta interesante
destacar gue la bactenecina 7 (1-35) junto con la melitina (el péptido mas
poderoso de acueido a los resulftados obtenidos) formd los halos de
caracteristicas mas definidas en los ensayos de zonas de inhibicién.

Los resuitados de mi tesis concuerdan plenamente con l0s datos
obtenidos en una tesis de doctorado realizada en forma paralela en Espaha
(Martinez de Tejada 1993) en la cual, trabajando principalmente con Brucella
abortus 2308 (lisa} y RB51 {rugosa) asi como con Brucella melitensis B115
(rugosa} y Rev1 (lisa) se detectd que la polimixina y la protamina no sofo no
posegen un efecto microbicida sobre estas bacterias, sino que ni siquiera
provocan cambios de permeabilidad en ia membrana externa. Ademds, se
observo que el patron de incorporacién a través de la membrana externa de
sondas fluorescentes fue muy distinto en B. ovis respecto a los mutantes
rugosos de B meitensis y B, abortus. reatirmando la particularidad de la
envoitura celular de esta bacterla.



Los datos acumulados hasta el momento permiten reafirmar ef modelo
que se conoce respecto a la membrana externa de Brucella, en el cual el LPS
posee una menor cantidad de cargas negativas, existe una gran hidrofobicidad
debido a la presencia de acidos grasos de cadena larga, se observa una
estrecha relacion entre proteinas con componentes del periplasma y de la
membrana externa, y existen componentes ge caracter particular como |&
fosfatidilcolina que recientemente se ha comprobado inhibe no sdlo la accién
de la polimixina, sino también la de deiensinas y magaininas [Vaz-Gomez et al.
1993] y lipldos de ornitina que sustituyen fosfolipidos pero cuyo papel resta
todavia por evaluarse frente a agentes cationicos {fFigura 31).

La ausencia en Brucella de la via de autopromocién (Hancock 1384) es
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Figura 31. Modelo de la snvoltura celular de
Brucefla. La presenda de lipidos de omitina en la capa
exterior de la membrana externa no ha sido
comprabada.

de notable importancia ya que, como mencioné en la revisidn de literatura, las

moléculas catidnicas que utilizan este mecanismo para efectuar su accion
microbicida representan una importante linea de defensa en una gran variedad
de organismos, y en mamiferOs en particular estos agentes estan presentes en
cantidades importantes en los fagocitos profesionales, células que son
parasitadas precisamente por Brucelia. 10 que implica que esta bacteria esia
adaptada al ambiente hostil que representan los fagosomas de esas células y
consecuentemente a la vida intracelular
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CONCLUSIONES

* La membrana externa de Brucefla representa una barrera efectiva contra
aquellos agentes microbicidas que utilizan la via de autopromocidon como
mecanismo de accion.

* L.a ausencia de esta via esta determinanda por una escasa capacidad de
acople de los agentes microbicidas a la membrana externa de Brucella.

* Bl LPS., a pesar de estar involucrado en la resistencia a l0s agentes que
utilizan |la via de autopromocién, no es el Unico determinante que detine la
actividad de estas moléculas.

« La membrana externa de Brucella ovis REQ 198 presenta particularidades
respecto a la envolutura de ofras bacterias rugosas como Bruceila abortus
45/20.

* Las fosfolipasas A miotoxlcas de viperidos poseen capacidad para
permeabilizar (a membrana externa en bacterias gram negativas.

» La miotoxinina |, péptido derivado de la mictoxina Il de Bothrops asper,
presenta actividad bactericida.



PERSPECTIVAS

Brucelia es un modeio bacteriario en el cual todavia faita mucha
informacion por conocerse. Recientemente se ha aislado un nuevo biotipo de
un mamifero marino (Ewalt et al. 1$94), reservorio nunca anies descrito para
esta especie pero relacionado filogenéticamente con unguladcs (Thewissen et
a2l 1994), y se ha revelado la presencia de un genoma compuesto por dos
cromosomas (Michaux et al. 1893), tendmeno antetiormente obsetvado sdlo en
los géneros Rhodobacter, Agrobacterium y Rhizobium, que son todos
organismos cercanos filogenéticamente a las brucelas (Allardet-Servent et al.
1993).

A nivel molecular, la informacion también es fragmentaria respecto 2 las
adaptaciones de Brucelfla. \dentificar exactamente la estructura y composicion
de {a membrana externa de este parasito no sélo implica avances en ciencia
basica sino que también permite una seleccién mas adecuada de férmacos
aque controlen efectivamente la brucelosis y otras bacterias relacionadas camo
las ricketsias.

Dia a dla se describen nuevos agentes microbicidas aislados de un
numero cada vez mas extenso de taxones. Entre los mas recientes hallazgos
se encuentran los peptidos antimicrobianos equinos (Couto et al. 1993). las
proteinas microbicidas murinas (Hiemstra et al. 1993) y los péptidos intestinales
porcinos (Agerberth el ai. 1993). En nuestro pais se efectian trabajos para
caracterizar a los nuevos péptidos miotoxininas. En muliples laboratorios
realizan esfuerzos para producir hibridos de moléculas ya conocidas con un
espectro de accion mas poderoso (Andreu et al. 1992, Steiner et al. 1988,
Wade et al. 1992) y a nivel industrial para bermitir su comercializacion {(Piers et
ai. 1993, Rao et al. 1952, Tamamura et ai. 1993). El estudio de esta nuevs
generaciéon de antivioticos no sblo cirece una poderosa alternativa al mercado
actual donde se observa resistencia a los agentas tradicionalmente utilizados
(Cohen 1992, Neu 19€2. Travis 1894), sino que €l estudio de sus mecanismos
de accién ofrece la posibilidad de arrojar luz sobre las propiedades y
caracteristicas de los modeles en Ics cuales se utilizan
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APENDICE 1

LECTURAS TURBIDIMETRICAS

Cuadro 4. Lecturas turbidimétricas y correspondencia en nimero
de unidades formadoras de colonias para E. coli.

Densidad éptica a 600 nm Numero de bacterias (x108)

774 4.0
80.5 3.4
82.1 2.2
84.5 1.6
88.3 1.0

Cuadro §. Lecturas turbidimétricas y correspondencia en numero
de unidades formadoras de colonias para Brucalls.

Densidad dptica a 420 nm NGmero de bacterias (x10°)

72.8 6.0
76.6 5.0
80.5 4.0
85.5 3.0
90.6 2.0
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APENDICE 2

MODELO MATEMATICO PARA EL CALCULO
DE CONCENTRACIONES LETALES

El presente modelo matematico estd tomado del trabajo de Hultmark y
colaboradores (1982). Si el diametro de un pozo es pequefio en comparacién
a la zona de inhibicion, ecuaciones para la difusion radial en dos dimensiones
desde una fuente de origen puntual pueden ser aplicadas a este problema. La
concentracién ¢ de una sustancia antibacterial que difunde a una distancia r a
partir del centro del pozo y a un tiempo r después de la aplicacion de la
muestra es (ecuacion 1)

cirt) = n - ek

donde n es la cantidad de sustancia en [a muestra, a es el grosor de la capa de
agar, y O es la constante de difusion de la sustancia. bajo las condiciones de
ensayo. En cualquier punto en el agar se encontrara que la concentracion
primero se incrementara hasta alcanzar un valor maximo, y luego decrecera
nuevamente a medida que !a distancia difunde. La concentracion maxima a ia
distancia r es dada por (ecuacion 2):

Cmax (f)=__n__
near

y sera alcanzada en el tiempo (ecuacion 3)

I:_f‘?_
4D.
Expresiones para el tamafo de zonas antibacteriales pueden se:

obtenidas a partir de estas ecuaciones si se supone que las bacterias moriran a
concentraciones de la sustancia antibacterial que son superiores a una cierta
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concentracion letal ¢y, ¥ que ademas existe un tiempo critico t. después del
cual las colonias bacterianas no serén afectadas por la sustancia microbicida.

Considerando la situacién en el tiempo I, fuera de un cierto diametro
critico ., la concentracidn del agente que difunde todavia se incrementa,
mientra que dentro, la maxima concentracion de la sustancia ya ha sido
alcanzada y la concentracion esta disminuyendo, De acuerdo a la ecuacion 3,
este diametro es (ecuacion 4):

dc=v16ch '

De esta forma, se pueden obtener dos expresiones para la zona de
diametro d. Para zonas més pequenas que el didmetro critico, el diametro es
determinado por el radio al cual la concentracion maxima es igual a la
concentracion letal, o a partir de la ecuacion 2 (ecuacion 5):

Ci, = 4n
xead

y el diamelro de la zona es dado por (ecuacién 6):

2= 4n
nead,

Asl, en este caso la concentracion letal puede ser calculada
directamente a partir del diametro de la zona de inhibicidn. For otra parte,
cuando la zona es mds grande que el didmetro critico, su tamafio esta
determinado por el radio en el cual la concentracion es apénas igual a la
concentracion letal en el tiempo t.. De la ecuacién 1 se obtiene la siguiente
expresion {ecuacién 7):

=16 Dt[nn-In(4aaDbic)l

Asi, para estas grardes zonas @? debe ser una funcién lineal de log n
Haciendo diluciones seriadas de la sustancia antibacteria! y graticando «?
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versus log 71, una linea recta debe cbtenerse con una pendiente de (ecuacion
8).

k=16 D & In 10,
y una interseccion de {ecuacion $}:
[=-16 DtIn 10log (4 na DL ¢y).

A partir de ambas expresiones, 1anto £ . y la concentracion ietal pueden
resolverse (ecuacionas 10 y 11).

ch=_£__
16 In 10

C|= 4“‘110
nak10/!/k

Entonces, cuando puede establecerse Lna correlacion entre la
concentracidon de una sustancia y el didmetro de ios halos formados, se utiliza
la ecuacién 11 para determinar la concentracion letal. Cuando los datos
provienen del analisis de un solo pozo se uliliza la ecuacion 5, aunque de esta
forma se sobreestima el verdadero valor de la concentracion letal.
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APENDICE 3

METODO PARA DETERMINAR EL CARACTER HIDROPATICO
DE UNA PROTEINA

A continuacion se presenta la metodologla descrita por Kyte & Doolittle
(1982) para determinar el caracter hidropatico de una proteina, mediante el uso
de un indice de hidropaticidad para cada aminoacido y un pequeno programa
en lenguaje C qua asigna el valor apropiado de hidropaticidad a cada residuo
en una secuencia de aminodcidos dada y suma respectivamente esos valores
empezando en el extremo amino terminal, con segmentos traslapados uno de
otro par un sblo residuo. De esta forma, si se asigna un ambito de 7
aminodcidos en el anadlisis, el primer valor resultante serd la suma de la
hidropalicidad de cada uno de los residuos del 1 al 7 y se asignara el valor a la
posicion 4, el segundo valor sera la suma de los datos para los residuos 2 al 8
y se asignara a la posicion 5, etc.

Cuadro 6. Indice de hidropalicidad para aminoacidos.

Aminoacido Indice de hidropaticidad
Isoleucina . 4.5
Valina 4.2
Leucina 3.8
Fenilalanina 2.8
Cisteina 2.5
Metionina 1.8
Alanina 1.8
Glicina -0.4
Treonine -0.7
Triptéfano -0.9
Serina -0.8
Tirosina -1.3
Prolina -1.6
Histidina -3.2
Acido glutamico -3.5
Glutamina -3.5
Acido aspartico -3.
Asparagina 3.5
Lisina - 3.9

Arginina -4.5




El programa en lenguaje C para determinar el caracter hidropatico de
una protefna €s:

main ()

int 1,3,k,;
float total;
char residue;
extern char code [23];
extern float factor [23];
char sequence(1099];
float value(1093);

3=0;

while (getchar() != '\n');

while (3 <1099) {
for (i = 0; i <11; i++) getchar():
while (j <1099) {
sequence[ j++] = getchar():

if (getchar() == '\n') break;

if sequence[j ~ 1] == '*') break;

}

3=(3 -1);

for (i = 0; i <j; i++) {

residue = sequence[i];

for (k = 0; k<23; k++)

if(residue == code(k]) value[i] = factor(k]; )}

for (i = 0; 1 <(3j-6); i++) {

total = 0;

for (k = 0;k <7; k++) total = total + value[i + Kk]:
printf(~%4d %c %6.1f", i + 4, sequence[i+3), total)
for (k = 0; k <total; k++) {if(k == 29) printf("."}
else printf(" “);)

printf ("X\n");

'
.
f

}
prantF(“\n");

char code [] "“RRDBNSEHZQTGXAPVYCMILWE":

float factor [) (0.0,0.6,1.0,1.0,1.0,3.6,1.0,1.3,
1.0,1.0,3.8,4.1,4.1,6.3,2.9,8.7,
3.2,7.0,6.4,%3.0,8.2,3.6,7.2};
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APENDICE 4

METODO PARA DETERMINAR EL POTENCIAL HELICOIDAL
DE UNA PROTEINA

De acuerdo al método de Schifter y Edmundson {1967), para determinar
si una profeina (0 un péptido) poseen potencial para formar una hélice a, se
examina la secuencia de la molécula y se identifican las tripletas de residuos
hidrofobicos en disposicidon n, n= 3, n+ 4. Cada grupo se grafica en un modelo
de hélice « convencional con 24 marcas numeradas. cada una dispuesta a
100° de su predecesora. Después de ubicar el residuo 7 en una de las marcas,
el grafico es extendido para incluir los aminoacidos tanto en el exiremo amino
como en el extremo carboxilo del residuo n. El proceso se continua hasta que
el arco hidroigbico de tipo n, n+ 3. n = 4 es interrumpido por un residuo polar o
hasta la aparicién de un residuo disruptor de hélices como prolina. Si los
residuos polares se encuentran distribuidos a lo largo de toda la circunferencia
o si los residuos hidrofobicos no se encuentran agrupados formando un arco
distintivo (de al menos tres aminoacidos) entonces no se considera al
segmento con potencial para formar una hélice a.
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