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1. RESUMEN

Estudios previos de nuestro laboratorio demostraron que HDL de carpa (Cyprinus
carpio) y sus apolipoproteinas mayoritarias (ApoA-l1 y A-ll) presentan una potente
actividad antimicrobiana, en el rango submicromolar a micromolar. Por otra parte ApoA-I
muestra semejanza en su estructura secundaria con péptidos antimicrobianos a-
helicoidales anfipaticos, por lo que postulamos que el mecanismo de accion de HDL y
sus apolipoproteinas seria similar al descrito para estos péptidos, lo cual involucraria
interaccion con la membrana bacteriana y posterior permeabilizacién de ésta.

Los resultados demuestran que tanto HDL como ApoA-I son capaces de unirse a
la superficie bacteriana, y al menos la unién de HDL es especifica, debido a que es
completamente desplazada al realizar ensayos de competencia. Sin embargo, los
ensayos de permeabilizacion con HDL o ApoA-I no demostraron un aumento en la
permeabilidad bacteriana. Por otra parte, por microscopia de barrido no se observaron
alteraciones morfolégicas drasticas en bacterias tratadas con HDL o ApoA-I.

Mediante cromatografia de filtracion se detectd union de HDL a LPS-FITC, lo que
sugiere que al menos en bacterias Gram negativas el LPS seria un posible sitio de
union.

En conjunto los resultados sugieren que el mecanismo de accién antimicrobiano
de HDL y ApoA-I es diferente a lo clasicamente descrito para péptidos y proteinas que

presentan motivos estructurales a-helicoidales anfipaticos y cationicos.



1.1 SUMMARY

Previous studies in our laboratory have shown that carp (Cyprinus carpio) HDL
and its major apolipoproteins (ApoA-I and A-Il) present a strong antimicrobial activity, in
the submicromolar to micromolar range. In addition, ApoA-I shows a similar secondary
structure to a-helical, amphipathic antimicrobial peptides, therefore we hypothesized that
the mechanism of action of HDL and its apolipoproteins involve an interaction with the
bacterial membrane, producing permeabilization.

The results show that HDL and ApoA-l are capable to bind to the bacterial
surface, and that at least HDL interaction is specific because it is completely displaced in
competitive assays. However, permeabilization assays with HDL or ApoA-I did not show
an increase in bacterial permeability. On the other hand, by scanning electron
microscopy we did not observe important morphologic alterations in bacteria treated with
HDL or ApoA-I.

By filtration chromatography we detected binding of HDL to LPS-FITC,
suggesting that at least in Gram negative bacteria the LPS would constitute a possible
binding site.

Taken together these results suggest that the antimicrobial mechanism of HDL
and ApoA-I is different from the one classically described for peptides and proteins that

present a-helical, amphipatic and cationic structural motifs.



2. INTRODUCCION

Durante la evolucion, los organismos multicelulares han convivido con un
sinnumero de microbios. Sin embargo, bajo ciertas condiciones, este equilibrio se
rompe provocando que los microorganismos sean capaces de atacar a los organismos
hospederos, desencadenando enfermedades. Por lo tanto, estos organismos han
debido desarrollar diversos mecanismos de proteccion contra patdégenos como
bacterias, virus, hongos y parasitos. Estos mecanismos se encuentran agrupados en lo
gue se denomina sistema inmune.

En el momento de la infeccién por parte de los diversos patdégenos, el sistema
inmune es el encargado de eliminarlos o neutralizarlos, por lo que es muy importante el
desarrollo inmunoldogico en las distintas especies. Esencialmente los vertebrados han
desarrollado dos estrategias de defensa, la inmunidad innata y la inmunidad adquirida o
especifica (Medzhitov y Janeway, 2000; Verlhac y Kiron, 2004; Hume y Hertzog, 2006;
Magnadottir, 2006).

El sistema inmune adquirido proporciona una respuesta especifica contra
antigenos extrafios presentes en el organismo, mediada por la produccion de
anticuerpos y linfocitos activados, donde el tiempo y especificidad de la respuesta varia
de acuerdo al estado evolutivo del sistema inmune (Du Pasquier, 2005; Pancer y
Cooper, 2006). Por ejemplo en vertebrados superiores, donde se encuentra mas
desarrollado el sistema inmunolégico, la produccion de anticuerpos se inicia
sintetizando primero IgM, como respuesta primaria, para luego tener una respuesta

secundaria mucho mas duradera y eficaz comandada por IgG. En cambio en los



vertebrados inferiores, en particular los peces, la respuesta estd solo dada por la
presencia de IgM (Watts y col., 2001; Magnadottir, 2006).

El sistema inmune innato proporciona una respuesta inespecifica. Es un
mecanismo de defensa mas primitivo pero que también juega un papel fundamental en
la proteccion del ser vivo, impidiendo su colonizacién por otros organismos invasores, y
constituye la primera linea de defensa contra el patégeno. Ademas, se ha demostrado
recientemente que el sistema inmune innato también juega un papel regulatorio de la
respuesta inmune adquirida (Janeway y Medzhitov, 2002; Pasare y Medzhitov, 2004).

La mayoria de los compuestos que otorgan proteccion inespecifica,
corresponden a péptidos o proteinas que poseen actividad anti-bacteriana, anti-viral o
anti-fungica y han sido aislados a partir de un gran nimero de organismos como son
mamiferos, anfibios, insectos, peces, plantas e incluso bacterias (Zasloff, 2002; Yeaman

y Yount, 2003; Brogden, 2005).

En el caso de los péptidos antimicrobianos la gran mayoria son sintetizados, por
los organismos afectados, en lugares que corresponden a barreras primarias de
entradas de patégenos como son: vias aéreas, tracto digestivo, piel, etc., de esta
manera, se encuentran otorgando proteccion permanente (Ganz y col., 2002; Kawasaki
y col., 2003; Koczulla y col., 2003; Satchell y col., 2003). Aun cuando muchos péptidos
antimicrobianos estan codificados en el genoma, son varios los que corresponden a
fragmentos de proteinas que no presentan una aparente funciéon inmune, tales como
Lactoferrina, Proteina H6, Histonas H1, H2A, y H2B y (Hoek y col., 1997; Fernandes y

col., 2002, 2003, 2004; Cho y col., 2002; Kawasaki y col., 2003).



En base a la informacion de la gran cantidad de péptidos antimicrobianos
aislados, identificados y caracterizados de distintas especies, éstos se han agrupado en
distintas clases considerando sus caracteristicas estructurales y bioquimicas: i) péptidos
en los cuales predomina la estructura de a-hélice, ii) péptidos en los cuales predomina
la estructura de hoja B-plegada, iii) péptidos ricos en cisteina, iv) péptidos con un alto
contenido de un aminoacido.

Una de las clases mas estudiadas es la que corresponde a péptidos cationicos (a
pH fisiologico), lineales y altamente a-helicoidales. Se ha encontrado que estos
péptidos catiénicos interactian con vesiculas y membranas artificiales, asi como en
membranas bacterianas, e incluso con membranas de eritrocitos u otros tipos celulares.
(Hancock y Shaple, 1999; Zasloff, 2002; Yeaman y Yount, 2003; Bulet y col., 2004;
Brogden, 2005; Glukhov y col., 2005). Debido a la alta heterogeneidad que presentan
estas moléculas, tanto en su estructura primaria como secundaria, son capaces de
ejercer sus efectos mediante mecanismos altamente complejos y variados.

La estructura blanco mas importante en el mecanismo de accion antimicrobiano
de estos péptidos, corresponde a la membrana de los agentes patdgenos. Se debe
tener en cuenta que la accion de los péptidos antimicrobianos debe ser selectiva para
interaccionar o destruir las membranas de estos patdégenos y no la de las células del
hospedero. Los diversos estudios que se han focalizado en la interaccion que presentan
los péptidos catidnicos con distintos tipos de membranas celulares, han llegado a un
consenso que indican que la interaccion es facilitada por la carga neta que presenten

los distintos tipos de membranas, lo que permitiria una “selectividad” por parte del



péptido hacia las membranas con mayor carga negativa, como la de las bacterias
(Zasloff, 2002; Yeaman y Yount, 2003; Glukhov y col., 2005).

Los analisis de composicion lipidica han demostrado que las membranas
bacterianas, son ricas en fosfolipidos como fosfatidilglicerol (PG), fosfatidilserina (PS) y
cardiolipina (CL), los que presentan carga negativa, ademas ven aumentada su carga
negativa por la presencia de lipopolisacarido (LPS), acido lipoteicoico y acido
teicuronico en estos microorganismos (Hancock y Rozek, 2002; Jenssen y col., 2006).
En cambio las membranas de los organismos hospederos son generalmente
compuestas por fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE) y esfingomielina (SM)
gue son compuestos neutros (Yeaman y Yount, 2003). Por lo tanto estas diferencias en
carga de las membranas son fundamentales para determinar una interaccion especifica
del péptido con su membrana blanco (Glukhov y col., 2005)

Como se mencion0 anteriormente, los mecanismos de accion antimicrobianos de
éstos péptidos son muy variados, sin embargo, a rasgos generales, son tres las

principales vias de accion:

» La primera via es por alteracion de la membrana celular, en las cuales se ha
descrito que ciertos péptidos pueden producir la muerte celular en tan solo 2 a 3
minutos después de la exposicion inicial (Lehrer y col., 1989; Tossi y col., 1997).
Esta rapida muerte celular es atribuida a un depolarizacion rapida de la
membrana, pérdida de iones y gradiente de metabolitos, ademas de otras
funciones celulares como la respiracion. Se ha demostrado que en bacterias

Gram negativas los péptidos pueden interactuar de manera independiente sobre



la membrana interna y la membrana externa y que en bacterias Gram positivas
resulta en un aumento del flujo de iones y agua, salida de K*, aumento en la
turgencia y alteracién del equilibrio osmotico (Juretic y col., 1989; Otha y col.,

1992; Matsuzaki y col., 1997a, 1997b).

» La segunda via es por inhibicién de la biosintesis de polimeros extracelulares,
donde es sabido que la biosintesis del peptidoglicano esta integramente
relacionado con la integridad y funcion de la membrana. Esta via de accidn
estaria dada por una inhibicién directa o indirecta de los precursores de la
sintesis del peptidoglicano, como en su translocacion y/o entrecruzamiento de los
mismos. (Brotz y col., 1998; Van Heusden y col., 2002; Breukink, 2003; Bauer y

Dicks, 2005).

* La tercera via es por inhibicion de algunas funciones celulares, como son la
sintesis proteica, la sintesis de DNA y/o RNA. Incluso se ha descrito la
interaccién de algunos péptidos con proteinas de shock térmico (DnaK, GroEL,
GroES), cuya inhibicibn estaria asociada a muerte celular. Aunque la
perturbaciéon de la membrana es un paso importante para realizar su funcion, no
es el paso que produce la muerte celular (Yeaman y Yount., 2003; Otvos y col.,

2000, 2005; Brogden, 2005).

Proteinas que presentan actividad antimicrobiana, y que forman parte del sistema

inmune innato, son las proteinas del complemento. Mayormente se ha estudiado la C3 y



su alta actividad que presenta en la via alterna. Existe otro grupo que corresponde a
enzimas liticas, que se ha encontrado que aumenta su presencia en estados de
infeccion y que indudablemente ejercen su funcidn sobre bacterias. Algunos ejemplos
de estas enzimas son Lisozima, Quitinasa, y la via litica del complemento (Magnadottir,
2006). Por ejemplo Lisozima hidroliza el enlace B[1-4] glicosidico entre los acidos N-
acetilmuramico y N-acetilglucosamina produciendo la ruptura del peptidoglicano. Se ha
determinado previamente que esta enzima es mAas activa sobre bacterias Gram
positivas, pero también es capaz de ejercer su efecto en las Gram negativas.

Por otra parte, proteinas que forman parte del grupo de las lectinas tienen alta
especificidad de unidén a carbohidratos tales como manosa, N-acetil glucosamina o
fucosa, en presencia de iones de calcio. Una vez que se han unido a los motivos de
carbohidratos, provocan la opsonizacion, fagocitosis y activacion del sistema del
complemento (Magnadottir, 2006).

Las pentraxtinas son lectinas, dentro de las cuales se encuentra la Proteina C
reactiva (PCR) y la Proteina sérica amiloide A (A-SAA). Estas proteinas son
generalmente reconocidas como reactantes de fase aguda positivas, ya que un
incremento en su concentracion plasmatica es producido por infeccion, trauma o injuria
tisular. La accion de la PCR sobre bacterias se debe a su capacidad de unirse a los
motivos de fosforilcolina presentes en las membranas bacterianas. A su vez la A-SAA
muestra afinidad por fosforiletanolamina, y es conocida su propiedad de unién al LPS
de bacterias Gram negativas (Watts y col., 2001; Gruys y col., 2005; Magnadottir, 2006)

Diversas investigaciones han demostrado que varios de los péptidos

antimicrobianos que ofrecen proteccion a los diferentes organismos, no son sintetizados



por las células como tales, sino que provienen de proteinas que no poseen funcion
inmune reconocida, como por ejemplo: Lactoferrina, Lactoalbumina, Histonas,
Hemoglobina y proteinas ribosomales (Mak y col., 2000; Nibbering y col., 2001,
Pellegrini y col., 2001; Cho y col., 2002; Fernandes y col., 2002; Kawasaki y col., 2003).
Sin embargo se ha encontrado que proteinas como Transferrina, Lactoferrina y
Albumina otorgan proteccion inespecifica ante infecciones (Shin y col., 1998;
Borregaard, 2001; Van der Kraan y col., 2004, 2006; Brogden, 2005).

HDL es una lipoproteina de alta densidad, que junto a su apolipoproteina ApoA-I
juegan un rol central en el metabolismo de los lipidos y en particular en el transporte
reverso del colesterol (Rohrer y col., 2004; Wang y Briggs, 2004).

Asi también otros estudios, han puesto de relevancia que el metabolismo de la
HDL y sus apolipoproteinas ApoA-1 y ApoA-Il tiene otras funciones emergentes en
directa relacion con un papel defensivo. En efecto, a ApoA-I humana se le han atribuido
funciones tales como antioxidantes en el plasma (Garner y col., 1998; Mashima y col.,
1998; Panzenbock y col., 2000), capacidad inductora de la Elastasa (Thompson y col.,
1998) e inhibidora de la liberaciéon del factor de necrosis tumoral (TNF-a) y de
Interleukina-1B (Hyka y col., 2001), su capacidad de unir y neutralizar al lipopolisacérido
bacteriano (Wurfel y col., 1994; Massamiri y col., 2001; Levels y col, 2003; Zweigner y
col., 2006) y su actividad antimicrobiana y antiviral en el plasma (Tada y col., 1993; Hu y
col., 1994). Adicionalmente, se ha demostrado que Catelicidina, una proteina
antibacteriana de 18 kDa producida por los neutréfilos humanos, se encuentra
mayoritariamente asociada a lipoproteinas del plasma (Sorensen y col., 1999) y que el

péptido antimicrobiano citotéxico LL-37 liberado de esta proteina precursora es inhibido
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por su union a ApoA-I (Wang y col., 1998). Todo este cumulo de antecedentes apunta a
un importante rol defensivo de HDL y ApoA-l en el plasma humano. También se ha
descrito que otra apolipoproteina constituyente de HDL (ApoA-Il), parece ser la
responsable de la actividad antimicrobiana en el plasma bovino (Motizuki y col., 1998)
En la mayoria de los vertebrados, se ha demostrado que la sintesis de la ApoA-I
ocurre principalmente en el higado e intestino delgado, ambos tejidos cumplen una
funcién de gran importancia en la movilizacion de lipidos. Ademas se describen sitios
secundarios de sintesis de esta proteina en tejidos, tales como rifidon, masculo, cerebro
y piel (Byrnes y col., 1987; Lenich y col., 1988; Tarugi y col., 1991) En estudios en los
cuales se han utilizado como modelo al pez Cyprinus carpio (carpa), se demostré que la
lipoproteina de alta densidad HDL corresponde a la fraccion proteica mas abundante y
anodica del plasma (Amthauer y col., 1989). También en este pez se ha observado
sintesis de ApoA-l en hepatocitos aislados (Amthauer, 1990). Sin embargo estudios
recientes han analizado la expresion de Apo-Al en tejidos periféricos de carpa,
demostrandose tanto por analisis de Northern Blot como de RT-PCR la expresion del
gen de esta proteina en la piel y por medios de estudios inmunohistoquimicos su
presencia en células del estrato germinal de la piel, en células de la mucosa y en el
mucus sobre la piel del pez (Concha y col., 2003). Estos resultados demuestran que
ApoA-l se expresa en la piel y que se ensamblaria en una particula lipoproteica con
caracteristicas de HDL naciente que es excretada al mucus y ejerceria un efecto
protector. A su vez, se han descrito propiedades antimicrobianas para ApoA-I en carpa
y trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) (Concha y col., 2003, 2004; Villarroel y col.,

2007).
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Los datos de secuencia aminoacidica de ApoA-lI disponibles para varias
especies, incluyendo carpa, revelan la presencia de repeticiones de 22 y 11 residuos
aminoacidicos, los cuales se encuentran en una clara disposicion a-helicoidal
anfipatica. Se postula que este tipo de estructuras serian importantes para la union y
solubilizacion de lipidos (Luo y col., 1986; Frank y Marcel, 2000; Lépez, 2006) Este tipo
de motivos estructurales se encuentra presente en muchos péptidos y proteinas que
poseen efectos antimicrobianos (Yeaman y Yount, 2003; Brodgen, 2005).

La union de péptidos antimicrobianos a bicapas lipidicas se ha utilizado como
modelo de estudio para posibles mecanismos de accion antimicrobianos que involucren
permeabilizacion (Yeaman y Yount, 2003; Brogden y col., 2005). En lo que respecta a
ApoA-I, el extremo carboxilo terminal de ésta proteina se ve involucrado en producir una
mayor eficiencia en la interaccion de ésta proteina con bicapas lipidicas. (Pownall y col.,
1979; Holvoet y col., 1996; Laccotripe y col., 1997). Especificamente para ApoA-I de
carpa, Lépez (2006) demostrd que ésta proteina truncada en el extremo carboxilo
terminal retiene parte de su capacidad de solubilizar vesiculas de fosfolipidos, esto a
pesar de que la actividad se ve disminuida en un 47%. Por otra parte ApoA-I de carpa
es mas eficiente que ApoA-l humana para solubilizar vesiculas de fosfolipidos (Concha
y col., 2005). Estos hallazgos demuestran que ApoA-l de carpa presenta una fuerte
interaccién con lipidos, que es mas eficiente que ApoA-l humana para solubilizar
vesiculas de fosfolipidos y que la falta del extremo C-terminal disminuye, pero no
suprime, la afinidad que presenta ésta proteina por membranas lipidicas.

HDL es conocida por su rol en la movilizacion de lipidos y colesterol, sin

embargo, también actlia como particula transportadora de otras proteinas, como son:
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Proteina sérica amilode A (A-SAA), LPS binding protein (LBP), (Wurfel y col., 1994;
Cabana y col., 1999; Levels y col, 2003; Karlsson y col., 2005; Magnadottir, 2006;
Zweigner y col., 2006). Ambas proteinas poseen la capacidad de unir LPS. En el caso
de la carpa se ha demostrado la presencia de A-SAA y de LBP-BPI, donde LBP-BPI se
presentan como una sola, y al menos en otras especies, han sido caracterizadas por su
gran afinidad de unién a LPS (Kirschning y col., 1997; Kono y Sakai, 2003; Huttenhuis y
col., 2006). A pesar de la presencia de ambas proteinas en carpa, no se ha demostrado
si estas son transportadas por HDL. Por lo cual no se puede descartar que alguno de
estos posibles componentes de HDL, ejerzan una funcidn antimicrobiana sin desmedro
de lo ya demostrado para ApoA-l1 y A-Il (Conchay col., 2003, 2004).

De acuerdo con los antecedentes presentados se planted la siguiente hipotesis:
“HDL y/o ApoA-l se uniria a membranas bacterianas a Iterando su estructura y
aumentando su permeabilidad, produciendo de ésta ma nera su accion

bactericida“

Para poder obtener una respuesta a la interrogante planteada, nos propusimos los

siguientes objetivos generales y especificos:

1. Caracterizacion de la interaccion de HDL y ApoA-I con bacterias Gram negativas y

Gram positivas.

1.1 Purificar HDL y ApoA-I de carpa.

1.2 Estudiar la unién de HDL y/o ApoA-I con bacterias.
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1.3 Identificar posibles sitios de union para HDL y/o ApoA-lI con proteinas de

membranas bacterianas.

2. Andlisis del dafio de la membrana bacteriana producido por HDL y/o ApoA-I.

2.1 Andlisis por microscopia electronica de barrido de las membranas bacterianas

incubadas con HDL y/o ApoA-I.

2.2 Estudios de permeabilizacion de membranas bacterianas incubadas con HDL

y/o ApoA-I.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1 MATERIALES
3.1.1 Reactivos
Amersham Pharmacia Biotech: Superdex 200 HR.
BioRad Labs: Affi-Gel”Blue-Gel, persulfato de amonio, Azul de Coomassie R-250, Azul
de Coomassie G-250, Tween 20.
Calbiochem: Benzamidina.
Dako Cytomation: Medio de montaje para fluorescencia.
Difco: Medio Mueller Hinton.
Equilab: Etanol técnico, metanol técnico, isopropanol.
Fluka-Chemica: Cloruro de potasio
Jackson Immuno Research: Anticuerpo anti-IlgG de conejo producido en cabra
conjugado con fosfatasa alcalina.
J.T.Baker: Acido clorhidrico, glicina, acrilamida.
Merck, Darmstadt, Alemania: Hidroxido de sodio, acido citrico monohidratado, citrato
de sodio, cloruro de sodio, acido acético, acido etilendiaminotetracético (EDTA), fluoruro
de sulfonilfenilmetano (PMSF), metanol, etanol absoluto, fosfato monoacido de sodio,
fosfato diacido de potasio, N,N"-metilenbisacrilamida, agar-agar granulado (libre de
inhibidores), medio Caso, agar Mc Conkey y agar GSP (glutamato almidon rojo-fenol),
dodecilsulfato de sodio (SDS), N,N,N",N"-tetrametiletiiendiamina (TEMED), glicerol 87%,
B-mercaptoetanol, azida de sodio, glutaraldehido 25%.

Millipore: Microcon YM-10.
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Molecular Probes: Anticuerpo anti-lgG de conejo producido en cabra conjugado con
Alexa Fluor 488, anticuerpo anti-IgG de conejo producido en cabra conjugado con Alexa
Fluor 594, loduro de propidio.

Promega: Nitroazul de tetrazolium (NBT), 5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato (BCIP).
Scharlau: Urea.

Sigma Chemical Co.: BSA Fraccion V liofilizada, heparina, azul de bromofenol, acido
8-anilino-1-naftaleno sulfénico (ANS), acido amino caproico, poli-L-lisina., Melitina
(M2272), Sephacryl S-200, LPS de E. coli 026:B6 (L8274), LPS-FITC (F3665).

Sudelab: Acido acético técnico

Winkler: Estandar de peso molecular para geles de poliacrilamida,

Tris(hidroximetil)aminometano (Tris), carbonato de sodio.

3.1.2 Equipos

Agitador magnético Nuova Stirrer Thermolyne; autoclave Orthman; balanza
SPO61 Scaltec; balanza analitica SBA33 Scaltec; espectofotbmetro UV-150-02
Shimadzu; fuente de poder BRL Modelo 500 Life Technologies, Inc.; fuente de poder
EC250-90 E-C Apparatus Corporation; microcentrifuga M-24 Boeco, Germany;,
microondas Somela; micropipetas Gilson P-1000, P-200, P-100, P-20, P-10;
micropipetas Eppendorf P-1000, P-100; micropipeta Nichipet Ex P-5000, P-2;
microscopio Optico Zeiss Axioskop 2; camara digital Nikon DXM 1200; transiluminador
TFX-20 M Vilber Lourmat; pHmetro Orion 3 Star; Vortex mixer VM-300 de Arquimed;
bomba de vacio Air Cadet Cole-Palmer Instrument Co.; sistema de filtracion Advantec

MFS, Inc; cromatografo de baja presion (FPLC) BiolLogic LP (BioRad); colector de
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fracciones modelo 2128 de BioRad; Bio-dot de BioRad; centrifuga refrigerada RC-5
Superspeed Du Pont Instruments Sorvall, rotor GSA; centrifuga Savant modelo SVC
100-H, trampa de condensacion refrigerada modelo RT-100A, bomba de vacio Savant
VP190, agitador Heidolph polimax 1040; estufa Memmert BE-300 D-91126 FRG
Germany, Bio-Freezer Forma Scientific Inc. Model 8425 S/N 82612-291, camara CCD
modelo CA-1000/F Spectroline, biombo RB; Biolmager FX de BioRad, microscopio

electronico de barrido LEO 420 de Zeiss, IB-2 ion coater de Eiko engineering.

3.2 METODOS
3.2.1 Animales de experimentacion

En todos los procedimientos experimentales se utilizaron carpas capturadas en el
rio Cayumapu (provincia de Valdivia). Los peces utilizados pesaban entre 1,5y 2,0 Kg,
los que se mantuvieron en cautiverio en una jaula sumergida a orillas del rio Cau-Cau y

se alimentaron ad libitum.

3.2.2 Purificacion de proteinas
3.2.2.1 Obtencién de muestras de plasma

Los peces utilizados fueron anestesiados sumergiéndolos en bafio de agua con
benzocaina (BZ-20), a una concentracién de 50 mg/L. Luego se procedid a extraer
sangre por puncion cardiaca utilizando una jeringa heparinizada de 10 mL. La sangre se
centrifug6 en centrifuga clinica a 2.000 r.p.m por 10 min. Al plasma asi obtenido se le
adicioné inhibidores de proteasas, PMSF 1 mM y Benzamidina 2 mM. Finalmente, se

almacenod a -20T debidamente rotulado hasta su utilzacion.
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3.2.2.2 Purificacion de HDL mediante cromatografia  de afinidad

La purificacion de HDL de carpa a partir de plasma se realiz6 de acuerdo a lo
descrito por Amthauer y col. (1988; 1989). Para ello, se monté una columna de Affi-
gel”Blue-Gel (1,5 cm x 24 cm, Vc = 42 mL), la cual se acoplé a un cromatégrafo de baja
presion BioLogic LP (BioRad). Este instrumento permitié monitorear automaticamente la
absorbancia a 280 nm y las fracciones fueron colectadas usando un colector BioRad
2128.

La columna se equilibré con tampdn citrato de sodio 50 mM, pH 6,5; NaCl 50 mM
y EDTA 2,5 mM. Se aplicé 6 mL de plasma de carpa y se lavé la columna con tampén
citrato de sodio 50 mM, pH 6,5; NaCl 350 mM y EDTA 2,5 mM, para eliminar proteinas
contaminantes. La proteina retenida se eluyé con tampon de equilibrio conteniendo el
fluoréforo ANS 0,06% (p/v) a un flujo de 1 mL por minuto, colectdndose fracciones de 1
mL. Las fracciones obtenidas en la etapa de elucién selectiva con ANS, que mostraron
fluorescencia bajo luz ultravioleta, se reunieron en una sola. Esta fraccién se dializd
contra tampon citrato de sodio 1 mM, pH 6,5; EDTA 0,1 mM; durante aproximadamente
15 h, realizdndose 3 cambios de tampon de dialisis con intervalos de tiempo de
aproximadamente 5 h. A la HDL asi obtenida se le adicioné los inhibidores de proteasas
PMSF 1mM y benzamidina 2 mM. Finalmente, parte de la HDL obtenida fue
concentrada aproximadamente a 1 mg/mL de proteinas y el resto utilizada para obtener
ApoA-I, se concentrd hasta alrededor de 5 mg/mL, utilizando un concentrador por medio

de vacio (Speed vac).
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3.2.2.3 Purificacion de ApoA-I mediante cromatograf  ia de filtracion en gel

A HDL purificada de plasma de carpa se le extrajo los lipidos con una mezcla de
etanol-eter (3:2 v/v) a -20°C durante toda la noche. La proteina precipitada se recupero
por centrifugacion a 6.000 x g durante 20 min a 4°C. Las lipoproteinas deslipidadas se
resuspendieron en el mismo tampon de la columna pero sin urea y reextrajeron los
lipidos por 4 h a -20°C, realizando el mismo procedimiento de deslipidacion antes
descrito. Finalmente, las lipoproteinas deslipidadas fueron resuspendidas en 1,5 mL de
tampon Tris-HCI 10mM pH 8,7; EDTA 1 mM; Urea 8 M y fueron fraccionadas en una
columna de Sephacryl S-200 (1,5 cm x 90 cm, Vc = 159 mL). La columna previamente
equilibrada con tampén Tris-HCI 10mM pH 8,7; EDTA 1 mM; Urea 8 M, se acopl6 a un
cromatografo de baja presion BioLogic (BioRad), este instrumento permiti6 monitorear
la absorbancia a 280 nm y las fracciones eluidas fueron colectadas automaticamente
mediante un colector BioRad 2128. Para la etapa de elucion se utilizd el mismo tampon
antes mencionado, colectandose fracciones de 0,75 mL a un flujo de 0,25 mL/min. Las
fracciones correspondientes de ApoA-I se reunieron en una sola y se dializaron contra
tampon Tris-HCI 5mM, pH 8,7; EDTA 0,1 mM con el fin de eliminar la urea (3 cambios
en 18 h). La purificacion lograda a través del proceso antes descrito se evalué mediante

electroforesis en gel de poliacrilamida/SDS.

3.2.3 Determinacion de concentracién de proteinas p  or el Método de Sedmak

La base de este método es la misma que la del método de Bradford, con la

excepcion de que se realizan lecturas a dos longitudes de onda con el fin de obtener
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una razon 595/465 nm que permite linearizar la curva entre concentraciones de 0,5y 50
Mg de proteina por tubo (Sedmak y Grossberg, 1977). Para este método se utiliza una
solucion Azul de Coomassie G-250 al 0,06% (p/v) en HCI 0,6 N. Dicha solucion se filtro
y se diluyé con HCI 0,6 N hasta obtener una absorbancia de 1,3-1,5 a 465 nm, que
corresponde al maximo de absorbancia para la forma leuko (libre) del colorante. Se
realizé una curva de calibracion, con un rango de concentracion de albumina entre 0 a 1
mg/mL. El volumen de muestra utilizado fue de 25 pL, el cual se diluyé hasta 0,5 mL
con una solucion de NaCl 0,15 M y posteriormente se le agregé 0,5 mL del colorante.
Finalmente se determind absorbancia a 595 nm y 465 nm y se calculd la Asgs/Ases de las

lecturas obtenidas, restandole la razon Asgs/Ases del blanco de reactivo.

3.2.4 Marcaje de HDL con RITC

Se utilizo HDL a una concentracion de 1 mg/mL, la cual fue previamente
dializada, en camara fria, contra PBS pH 8,0 realizando 3 de cambios de tampdn en 24
h. A 1 mL de HDL a una concentracion de 1mg/mL se le adicion6 2 uL de isotiocianato
de rodamina (RITC) 50 mg/mL en dimetilformamida, se agité vigorosamente en vortex y
se incubd por 2 h a temperatura ambiente (aproximadamente 20°C). La reaccion se
detuvo utilizando 2 L de glicina 1 M e incubando por 5 min a temperatura ambiente. El
exceso de RITC libre se elimind mediante dialisis contra tampdn fosfato de potasio
50mM pH 8,0. Las alicuotas de HDL-RITC se almacenaron a -20°C protegidas de la luz

hasta su utilizacion.
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3.2.5 Electroforesis en geles de poliacrilamida, e lectrotransferencia y Western
blot
3.2.5.1 SDS-PAGE

Las proteinas aisladas fueron separadas por SDS-PAGE al 12,5% segun lo
descrito por Laemmli (1970). Se utilizé un gel separador con la siguiente composicion:
12,5% (p/v) de poliacrilamida, tampon Tris-HCI 0,375 M pH 8,8; SDS 0,1% (p/v);
persulfato de amonio 0,03% (p/v) y TEMED 0,1% (v/v). Una vez polimerizado, se
preparé un gel espaciador sobre el gel anterior con la siguiente composicion: 4% (p/v)
de poliacrilamida, tampén Tris-HCI 0,125 M pH 6,8, SDS 0,1% (p/v); persulfato de
amonio y TEMED en iguales concentraciones que en el gel separador.

Las proteinas, fueron solubilizadas en tampdn de muestra constituido por: Tris-
HCI 62,5 mM pH 6,8; SDS 1% (p/v); glicerol 10% (v/v), B-mercaptoetanol 5% (v/v) y azul
de bromofenol 0,05% (p/v) (como marcador del frente ibnico), para facilitar la
denaturacion, las muestras fueron calentadas a 95°C por 5 min. Posteriormente las
muestras se hicieron migrar con una corriente constante de 25 mA hasta que el frente
ionico alcanzo el final del gel. EI tampdn de electrodos contenia Tris-HCI 25 mM; glicina
0,19 My SDS 0,1% (p/v).

Finalizada la electroforesis, el gel se fij6 con agitacion orbital en una solucion de
isopropanol 25% (v/v) y acido acético 10% (v/v), durante 1 hora y posteriormente se tifié
con una solucion de azul de Coomassie R-250 0,3% (p/v), metanol 30% (v/v) y acido
acético 10% (v/v) durante 1 hora. Para destefiir el gel, este se hirvié en H,O durante 10

min en horno microondas a 100% de potencia o se destifio utilizando una solucién de
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destefiido compuesta por una mezcla de metanol 30% (v/v), acido acético 10% (v/v)
hasta la aparicion de las bandas.
3.2.5.2 Electrotransferencia

Concluida la electroforesis, las proteinas separadas fueron electrotransferidas a
una membrana de nitrocelulosa utilizando un sistema semiseco (LABCONCO Semy Dry
Blotter) de acuerdo al procedimiento descrito por Bolte y col. (1997, 1998). El gel
separador se equilibr6 en tampdén de electrotransferencia (Tris-HCI 25 mM pH 8,3,
glicina 192 mM, metanol 20% [v/v]) durante 30 min. Mientras transcurria este tiempo, se
colocaron 2 papeles filtro Whatman 3MM prehumedecidos en solucion tampon anodo 1
(Tris-HCI 0,3 M pH 10,4 y metanol 20% [v/v]), sobre el polo positivo de la camara
(dnodo). A continuacion se deposité una hoja de papel filtro humedecida en tampdn
anodo 2 (Tris-HCI 25 mM pH 10,4 y metanol 20% [v/v]); sobre ésta se ubico la
membrana de nitrocelulosa previamente equilibrada por 10 min en H,O destilada. El gel
se coloc6 sobre la membrana, hacia el polo negativo (catodo) y se agregaron 3 hojas de
papel filtro humedecidas en tampén Tris-HCI 25 mM pH 9,4; acido aminocaproico 40
mM y metanol 20% (v/v) (tampoén catodo). Tanto los papeles filtros como la membrana
fueron cortados con las mismas dimensiones del gel.

La transferencia se llevd a cabo durante 45 min, aplicando una corriente
constante de 2,5 mA/cm®. Finalizada la transferencia, se dej6 secar la membrana a
temperatura ambiente sobre papel absorbente; el gel se fij6 y tifi6 como se describe en

3.2.5.1 para comprobar que la transferencia de proteinas desde el gel fue completa.



22

3.2.5.3 Western Blot

Para la inmunodeteccion, las membranas fueron bloqueadas con solucion
“Blotto” (leche descremada 5% (p/v), PBS, Tween 20 0,05% [v/v]) por 1 h a temperatura
ambiente con agitacion constante. Luego se incubd con suero anti-ApoA-I de carpa,
preparado en conejo, diluido 1/50.000 en solucion Blotto por 1 h a temperatura
ambiente. Posteriormente las membranas, fueron lavadas 3 veces por 3 min cada vez,
con Blotto. Luego se incubd por 1 h con el segundo anticuerpo, suero anti-lgG de
conejo preparado en cabra y conjugado a fosfatasa alcalina (diluciéon 1/2.500) en la
misma solucion en que se diluyo el primero, la incubacion se realizd6 a temperatura
ambiente con agitacion constante por 1 h. El exceso de segundo anticuerpo se elimino
realizando 3 lavados por 3 min con solucion PBS y se equilibré la membrana con
solucion tampon para fosfatasa alcalina (Tris-HCI 100 mM pH 9,5; NaCl 100 mM; MgCl,
5 mM) por 5 min. La actividad de fosfatasa alcalina se revelé a temperatura ambiente
con los sustratos NBT (0,33 mg/mL) y BCIP (0,17 mg/mL) diluidos en solucién tampdn
para fosfatasa alcalina, el tiempo de revelado fue hasta la aparicibn de bandas de
proteinas inmunoreactivas.

Finalmente la reaccion se detuvo lavando las membranas en una solucion de
EDTA 5 mM por 5 min. Finalmente se lavaron las membranas con agua destilada,

dejandose secar a temperatura ambiente en papel absorbente.
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3.2.6. Cultivos bacterianos

Las bacterias almacenadas a -70°C fueron primero cultivadas en medio sélido
agar M-H, GSP, Mc Conkey y LBA, aptos para el crecimiento de Planococcus citreus
(NCIMB 1493), Pseudomonas sp., Yersinia ruckeri, Bacillus subtilis y Escherichia coli
DH5a. El cultivo se realizé durante toda la noche, a 37 °C para E. coli DH5a y Bacillus
subtilis, y a temperatura ambiente (aproximadamente 20°C) para el resto de las
bacterias. De estos cultivos se tomo6 una colonia aislada de la cepa y se crecié en medio
liguido M-H, LB y Caso (dependiendo si se trataba de P. citreus, E. coli DH5a, Bacillus
subtilis, Pseudomonas sp. o Y. ruckeri, respectivamente) durante toda la noche, a las
temperaturas adecuadas para el crecimiento de cada cepa bacteriana en particular.
Posteriormente, una alicuota de estos cultivos se diluyod 1:300 con medio fresco y se
dej6 incubando hasta fase exponencial. Luego se centrifugaron las bacterias a 14.100 x
g, Yy se lavaron con PBS estéril para finalmente ser resuspendidas en las

concentraciones adecuadas de trabajo.

3.2.7 Ensayos de unién de HDL y ApoA-I a bacterias
3.2.7.1 Inmunofluorescencia

Se utilizo E. coli DH5a en crecimiento exponencial (DOsgo [10,7-1,0). Se tomo 1
mL de este cultivo y se centrifugd a 14.100 x g. por 5 min, el sedimento fue lavado tres
veces con PBS estéril y resuspendido en PBS a una densidad 6ptica de 1. Luego, 50 pL
de esta suspension se incubé con HDL (1uM) o ApoA-l (5,2 uM) (o los tampones
respectivos como control) en un volumen final de 65 pyL a 37°C y 100 r.p.m. por 6 h.

Transcurrido el tiempo, las incubaciones se centrifugaron a 8.300 x g por 5 min, se
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lavaron los sedimentos dos veces con PBS (400 pL cada lavado) y se resuspendieron
en 50 pyL de PBS. Se sembraron 15 pL de cada suspension en portaobjetos pretratados
con poli-L-lisina (0,011% [v/v]) y se dejaron secar a 37°C por 30 min. Posteriormente se
bloquearon los sitios inespecificos, utilizando BSA 1% en PBS, este proceso se realizo
a 4°C por 2 h en camara humeda. Transcurrido este tiempo se lavd una vez para
remover el exceso de BSA y eliminar las bacterias sueltas. Posteriormente se incubd6
con antisuero anti-ApoA-I preparado en conejo, diluido 1/5.000 en BSA 1% en PBS (100
uL) por 2,5 h a 4°C, en camara humeda. Luego el portaobjeto se lavo 3 veces por 5 min
cada vez con BSA 1% en PBS (100 pL por lavado). Finalmente se incubd con
anticuerpo Anti-IgG de conejo conjugado con Alexa Fluor 488, diluido 1/1.000 en PBS
(30 pL), por 4 h a 4°C, en camara humeda y oscuridad. Transcurrido el tiempo de
incubacion se lavo 3 veces con BSA 1% en PBS (100 pL por lavado), se dejo secar a
37°C y en oscuridad. Finalmente, sobre la preparacion se adicion0 medio de montaje
para fluorescencia y se monté un cubreobjeto. Las preparaciones fueron selladas con
cutex por las orillas y guardadas a 4°C en oscuridad hasta que fuese posible su
visualizacion. Las muestras fueron observadas en un microscopio de epifluorescencia

Zeiss Axioscop 2.

3.2.7.2 Ensayos de competencia

Se utilizaron bacterias E.coli DH5a en etapa de crecimiento exponencial (DOsgp [1
0,7-1,0). Se tomo6 1 mL de este cultivo y se centrifugé a 14.100 x g. por 5 min, el
sedimento fue lavado tres veces con PBS y resuspendido en PBS a una densidad

optica de 1. Cien microlitros de esta suspension fue incubada con HDL-RITC (2,5ug) o
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con una mezcla de HDL-RITC/HDL sin marcar (1:13) por 1 h a temperatura ambiente.
Luego las muestras fueron lavadas exhaustivamente con PBS y fijadas en un
portaobjeto tratado con poli-L-lisina (0,011% [v/v]). Finalmente fueron montadas con
medio de montaje para fluorescencia y sobre ellas un cubreobjeto. Las muestras fueron

visualizadas utilizando un microscopio de epifluorescencia Zeiss Axioscop 2.

3.2.8 Ensayos de integridad de membranas bacteriana s
3.2.8.1 Ensayos de permeablizacion

Las células bacterianas poseen membranas semipermeables, las cuales
posibilitan el mantener un equilibrio idnico y de metabolitos entre el medio externo y el
interno. Este equilibrio puede ser alterado por debilitamiento o destruccion de las
membranas celulares. Existen ciertas moléculas que son capaces de demostrar pérdida
de la integridad de la membrana (McFeters y col., 1995). En nuestro caso se utilizé
como marcador de permeabilizacién ioduro de propidio, fluoréforo que tiene la
propiedad de entrar a las bacterias solo cuando la membrana se encuentra dafiada.
Una vez en el citoplasma, el ioduro de propidio se une al DNA bacteriano, estado en el
cual muestra una fuerte fluorescencia (Trevors, 2003; Roth y col., 1997, Laflamme y
col.,, 2004). Para estos ensayos se utilizd E. coli DH5a en crecimiento exponencial
(DOsgp 10.7-1.0). Se tomd 1 mL de este cultivo y se centrifugd a 14.100 x g. por 5 min,
el sedimento fue lavado tres veces con PBS. Una alicuota equivalente a 1 DO de esta
suspension se centrifugd nuevamente a 14.100 x g. por 5 min y se incubd utilizando
HDL a una concentracion de 0,4 mg/mL. Junto con esto se adicioné ioduro de propidio a

una concentracion de 4 ug/mL (6 uM) y se ajusté a 1 mL utilizando PBS. EIl control se
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realizé utilizando solo el tampon en que se encontraba la proteina. Como control de
permeabilizacion en los primeros ensayos con bacterias Gram negativas se utilizé una
solucion que contenia Tritdn X-100 1,25% (v/v) y EDTA 50 mM. Para el caso de Gram
positivos se utilizd una solucién de Triton X-100 0,1% (v/v). En los ensayos posteriores
se utilizo el péptido antimicrobiano Melitina a una concentracion de 50uM en PBS, que
corresponde a la concentracion minima bactericida (MBC). Las diferentes muestras se
incubaron a 37°C o temperatura ambiente segun corresponda y 150 r.p.m en agitador
termoregulado. Las lecturas de fluorescencia fueron medidas en un fluorimetro Perkin-
Elmer LS50, sin control de temperatura, utilizando el software Fluorescence Data
Manager (FLDM).
Condiciones de fluorescencia (para ioduro de propidio)

Aexc: 532nm  Slit exc:10.0

Aem: 600nm Slit em: 20.0

3.2.8.2 Andlisis del dafio de la membrana bacteriana  por microscopia electronica
de barrido

Este andlisis se realizo utilizando microscopia electrénica de barrido
fundamentalmente como describe Mangoni y col. (2004). Para ello se incubaron
bacterias E. coli DH5a en cultivo exponencial (1 DO/mL), las cuales fueron tratadas con
HDL (2,1 uM), ApoA-1 (5,2 yM), o los tampones respectivos como control, como se
describe en 3.2.7.1. Las muestras se incubaron a 37°C por 1, 3, 6 y 24 h con agitacion
de 150 r.p.m. Posteriormente se tomaron 5 pL de estas suspensiones, y se fijaron (en

camara humeda) por 2 h utilizando glutaraldehido al 2,5% en tampoén fosfato de sodio
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0,1 M pH 7,4 sobre cubreobjetos redondos tratados previamente con poli-L-lisina
(0,011% [v/v]). Las muestras se lavaron exhaustivamente con tampdn fosfato de sodio
0,1 M pH 7,4 y luego fueron deshidratadas por un gradiente de etanol (30, 50, 70, 90
100% x 2). Posteriormente los cubreobjetos fueron montados en un porta-muestras de
aluminio utilizando un adhesivo en base a carbono y sombreados con una mezcla de
oro-paladio, con el fin de hacer las muestras conductoras para poder ser visualizadas.
Finalmente, las muestras fueron observadas utilizando un microscopio electronico de

barrido marca LEO modelo 420 de Zeiss.

3.2.9 Ensayos de union de HDL a fracciones bacteria  nas
3.2.9.1 Preparacion de fracciones bacterianas
3.2.9.1.1 Extraccion de proteinas periféricas (trat amiento con bicarbonato)

La obtencion de proteinas periféricas se basé en un protocolo descrito por
Santander (2002) para células eucariontes. E .coli DH5a se crecieron toda la noche a
37 °C en medio Luria-Bertani (LB) y luego subcultivadas en medio fresco (1/50) a 37 °C
hasta alcanzar una DOsgg de (0.7-1.0). Se tom6 1 mL de este cultivo y se centrifugé a
14.100 x g por 5 min, el sedimento fue lavado tres veces con PBS. El sedimento
finalmente fue resuspendido en carbonato de sodio 50 mM pH 11,5, EDTA 10 mM y
mantenido a 4°C por 20 min, para permitir la liberacion de las proteinas periféricas.
Finalmente se rescatd el sobrenadante que contiene las proteinas periféricas y el
sedimento de bacterias sin proteinas periféricas fue lavado tres veces con PBS y

ajustado a una DO de 1.
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3.2.9.1.2 Tratamiento de bacterias con Tripsina (de  snudamiento)

Se trataron bacterias como describe Wentzel y col., 2001. Mediante este
tratamiento con tripsina se puede eliminar la presencia de proteinas externas en
bacterias. Para esto se crecieron E. coli DH5a toda la noche a 37°C en medio Luria-
Bertani (LB) y luego subcultivadas en medio fresco (1/50) a 37°C hasta alcanzar una
DOsgyo de (0,7-1,0). Se tomo 1 mL de este cultivo y se centrifugd a 14.100 x g por 5 min,
el sedimento fue lavado tres veces con Tris-HCI 10 mM pH 8,0. La suspension
bacteriana fue ajustada a 10 DOsgy € incubada por 20 min a 37°C con Tripsina a una
concentracion final de 50 yg/mL. Para remover la Tripsina luego del tratamiento, las

bacterias fueron lavadas tres veces con PBS y resuspendidas a 1 DO final.

3.2.9.1.3 Formacion de protoplastos a partir de bac  terias Gram negativas ( E. coli
DH5a)

Los protoplastos, en bacterias Gram negativas, corresponden a bacterias que no
poseen su membrana externa. El tratamiento consiste en desestabilizar la pared
bacteriana, mediante EDTA y posteriormente degradar el peptidoglicano que une la
membrana externa con la interna, utilizando Lisozima (Weiss, 1976; Dai y col., 2005).
Se crecieron E. coli DH5a toda la noche a 37°C en medio Luria-Bertani (LB) y luego
subcultivadas en medio fresco (1/50) a 37°C hasta alcanzar una DOsgyo de (0,7-1,0). Se
tomé 1 mL de este cultivo y se centrifugd a 14.100 x g por 5 min, el sedimento fue
lavado tres veces con Tris-HCI 10 mM pH 8,0 y resuspendido en 1 mL de Tris-HCI 10
mM pH 8,0; sacarosa 0,5 M. A ésta suspension se le adicion6 EDTA 0,1 M pH 8,0

lentamente por un periodo de 20 min hasta alcanzar una concentracion final de 0,01 M.
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La suspension bacteriana fue agitada a 100 r.p.m y 37°C por un periodo de 20 min
adicionales para comenzar a remover la membrana externa. Luego la suspension
bacteriana fue centrifugada a 14.100 x g. por 5 min, a 4°C, y lavada dos veces con 1 mL
de tampdén SMM (sacarosa 0,5 M; malato de sodio 20 mM pH 6,5; MgCl, 20 mM).
Luego las bacterias fueron resuspendidas en tampon SMM, al cual se le adiciono
Lisozima a una concentracion final de 1 mg/mL. Las bacterias fueron agitadas por 1 h a
100-150 r.p.m. y 37°C, para permitir la hidrolisis del peptidoglicano. Nuevamente se
volvio a centrifugar en las condiciones descritas y se extrajo el sobrenadante que
contenia la membrana externa . Finalmente las bacterias fueron resuspendidas en 1

mL de tampén SMM.

3.2.9.2 Purificacion de anticuerpos anti-ApoA-I

Con el propésito de minimizar las interacciones inespecificas que se producen
entre el antisuero y las proteinas de E. coli DH5a, se procedié a purificar anticuerpos
antiApoA-l desde un antisuero contra esta proteina. Para ello se realiz6 un gel de
poliacrilamida en condiciones denaturantes al 12,5% (SDS-PAGE) el cual se dividié en
dos partes. En A se separaron 16 ug de HDL por pocillo (8 pocillos) y en B se cargd un
pocillo con 3 uyg de HDL. La parte A del gel fue electrotransferida y la B fue tefiida con
Azul de Coomassie como se describe en 3.2.5.1, con el propésito de utilizarlo como
patron de migracion de ApoA-l. Una vez finalizada la transferencia se corto la parte de
la membrana en que migré ApoA-l1 y se blogue6é con solucién que contenia leche
descremada 5% (p/v), TBS pH 7,4, Tween 20 0,05% (v/v) por 1 h a temperatura

ambiente con agitaciébn constante. Transcurrido el tiempo de blogueo, se lavé la
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membrana con TBS pH 7,4; Tween 20 0,05% (v/v). Luego se incubd con suero anti-
ApoA-I de carpa, preparado en conejo, diluido 1/100 en solucién de bloqueo por 3 h a
temperatura ambiente. Posteriormente la membrana, fue lavada 3 veces por 5 min cada
vez, con TBS pH 7,4. Luego se incubd con 1 mL de glicina acidificada (100 mM glicina
pH 2,5) durante 10 min con agitacion constante, con el fin de eluir los anticuerpos
unidos a ApoA-I. La solucion fue recuperada y traspasada a un tubo eppendorf al cual
se le adicion6 100 uL de Tris-HCI 1M pH 8,0 con el fin de neutralizar y ajustar el pH a
7,0. El eluato fue centrifugado a 14.100 x g por 5 min con el fin de eliminar cualquier
precipitado que pudiese haber estado presente. Finalmente se le adiciondé Azida de

sodio y BSA para alcanzar una concentracion de 5 mMy 1 mg/mL, respectivamente.

3.2.9.3 Ligand blot de HDL a fracciones bacterianas

Las distintas preparaciones de bacterias se inmovilizaron en membranas de
nitrocelulosa (1 cm?), utilizando un equipo Bio-dot (BioRad) conectado a un sistema de
vacio, y luego fueron bloqueadas por 1 h con agitacién constante con Tris-HCI| 25 mM
pH 7,5; Tween 20 2% (v/v). Posteriormente las membranas fueron incubadas por 1 h a
temperatura ambiente con HDL a una concentracién final de 0,1 mg/mL diluida en Tris-
HCI 25 mM pH 7,5. Las membranas fueron lavadas abundantemente, 3 veces por 10
min cada vez, con solucion de lavado (Tris-HCI 20 mM pH 7,5; NaCl 150 mM; Tween 20
0,05% [v/v]) y luego incubadas con los anticuerpos purificados anti-ApoA-l de carpa
preparados en conejo (1/1.000) por 1 h en solucién de bloqueo. Transcurrido el tiempo
de incubacion, las membranas nuevamente se lavaron como se describid

anteriormente. Luego se incubaron con un anticuerpo anti-lgG de conejo conjugado con
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fosfatasa alcalina (1/2.500) por 1 h diluido en solucion de bloqueo. Luego de lavar 3
veces con solucion de lavado, se equilibré durante 10 min con tampon fosfatasa (Tris-
HCI 0,1 M pH 9,5; NaCl 0,1 M; MgCl, 5 mM). Finalmente se agregé el tampdn de la
enzima que contenia los sustratos NBT (0,33 mg/mL) y BCIP (0,17 mg/mL) y se reveld
la actividad de la fosfatasa a temperatura ambiente.

A pesar de la purificacion de anticuerpos anti-ApoA-lI (descrita 3.2.9.2) y la
utilizacion de un anticuerpo secundario comercial, ambos presentaron reaccion cruzada
con las bacterias, por lo cual debieron ser preabsorbidos con un extracto bacteriano
previo a su utilizacion. Como controles se utilizaron membranas con las distintas

fracciones, pero sin incubar con HDL, seguido de la inmunodeteccion de ApoA-I.

3.2.9.4 Interaccion de proteinas con LPS-FITC

Estos ensayos se realizaron utilizando cromatografias en columna Superdex 200
HR basado en un protocolo establecido por De Hass y col., 2000, con leves
modificaciones. Mediante el uso de esta cromatografia se pueden separar moléculas de
acuerdo a su peso molecular y determinar interacciones por diferencias en los tiempos
de retencion. La columna (1cm x 38 cm V¢ = 30 mL) fue acoplada a un cromatégrafo de
baja presion, BioLogic LP de BioRad, y equilibrada con Tris-HCI 25 mM pH 7,5; NaCl
100 mM; EDTA 0,1 mM. Las muestras de plasma (2,6 mg) y HDL (220 pg) fueron
incubadas con LPS-FITC (2,5 ug) y ajustadas a un volumen de 500 pL con tampdn de
equilibrio. Luego fueron incubadas por 1 6 18 h segun corresponda, cargadas en la
columna mediante un loop inyector de 400 pL, y eluidas utilizando el mismo tampon de

equilibrio. El perfil de elucion se obtuvo por lectura de la absorbancia a 280 nm
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utilizando una celda de flujo. El perfil de fluorescencia se obtuvo por lectura de las
fracciones de 0,5 mL en las siguientes condiciones: A excitacion: 490 nm, A emision:
512 nm. Previo a la lectura de fluorescencia a las fracciones se les agregd deoxicolato
de sodio para alcanzar una concentracion de 0,1% (p/v), con el fin de disminuir el
apagamiento de la fluorescencia para obtener lecturas estables y reproducibles.

Las muestras colectadas de la cromatografia fueron concentradas en un primer
paso utilizando un sistema de concentraciéon al vacio (Speed-Vac) y luego un sistema
de concentracion por filtracion (Microcon YM-10) que ademas permite eliminar el
exceso de sales presentes en la muestra. Posteriormente las muestras fueron

cuantificadas y analizadas por SDS-PAGE y Western blot.

3.2.10 Andlisis bioinformético del extremo C-termin  al de ApoA-I
Los analisis de alineamiento multiple se realizaron con el programa ClustalW
(1.83) disponible en http://www.ebi.ac.uk/clustalw/ (Thompson y col., 1994). Las
siguientes secuencias de ApoA-lI fueron obtenidas de la base de datos Swiss-
Prot/TrEMBL: Oncorhynchus mykiss (057523), Brachydanio rerio (042363), Gallus
gallus (P08250), Homo sapiens (P02647).
Las predicciones de Helical wheel de Melitina (P01502) y de los extremos
carboxilos terminales de las distintas proteinas fueron realizados utilizando el programa
bioinformatico ANTHEPROT V6.0, disponible en http://antheprot-pbil.ibcp.fr/ (Deleage y

col., 2001)
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La prediccion de la estructura 3D de ApoA-l de carpa se realizd en el servidor
ExPaSy (http://www.expasy.org/), utilizando como modelo la estructura tridimensional
de ApoA-I humano.

Los analisis de las estructuras tridimensionales del extremo carboxilo terminal de
ApoA-l de carpa y de Melitina (2MLT), se realizaron utilizando el programa PyMOL

0.99rc6 disponible en http://pymol.sourceforge.net/.
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4. RESULTADOS

4.1  Analisis bioinformatico del extremo C-term  inal de ApoA-I de carpa

Esta demostrado que en mamiferos el extremo carboxilo terminal de la
apolipoproteina ApoA-I1, es esencial para una mayor eficiencia en la interaccién de estas
proteinas con bicapas lipidicas (Pownall y col., 1979; Holvoet y col., 1996; Laccotripe y
col., 1997; Lépez, 2006), etapa que jugaria un papel central en uno de los mecanismos
de transporte reverso de colesterol y que podria ser clave para la actividad
antimicrobiana de éstas proteinas. El criterio utilizado para determinar el extremo C-
terminal en este estudio se bas6 en lo publicado por Brouillette y col., (2001), el cual
describe repeticiones internas de 11 y 22 aminoacidos en la secuencia de ApoA-I|
humana, siendo éstas capaces de formar 10 a-hélices. Estos antecedentes
estructurales son conservados en las distintas especies. Lopez (2006) encontrd por
analisis bioinformatico que ApoA-I de carpa a pesar de presentar baja homologia con su
contraparte de mamiferos, también exhibe las repeticiones de 11 y 22 aminoacidos
flanqueados por residuos de prolina. Esto indica que las a-hélices presentes en ApoA-I
en otras especies pueden ser extrapoladas a la secuencia de carpa por analisis
bioinformético, como alineamiento de secuencia. Junto con esto, la estructura cristalina
determinada para ApoA-lI humana libre de lipidos, por Ajees y col., (2006), indica que
las hélices 9 y 10 forman el extremo carboxilo terminal. Por lo tanto, del alineamiento de
secuencia de las mdultiples especies se extrapolaron aquellas que alinean con las
hélices 9 y 10 de ApoA-l humana. En la Figura 1, se aprecia el resultado del

alineamiento para ApoA-I de distintas especies, en el cual se destacan en amarillo las



CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment

ApoA-1_C.carpio MMRFVVLALTVLLAG-COARFLODOPPS - —~QLEHLKSALOLYADOMEQS 46
ApoA-I_O.mykiss ~MEFLALALTI LLAAGT QAFPMQADAPS - - -~ QLEHVEAALSMY IAQVKLT 46
ApoA-T D.rerio ~MEFVALALTLLLALGSQANLFQADAPT-——QLEHYRAAALVYLNQVEDQ 46
ApoA-I G.gallus ~MRGVLVTLAVLFLTGTQARS FRQHDE P- QT PLDRIRDMVDVYLETVEAS 48
ApoA-I_H.sapiens -MEAAVLTLAVLFLTGSQARHFWQQDE PPQS PRDRVEDLATVYVDVLEDS 49
ApoA-1_C.carpio AHKTLTHLDDTEF-ADYKE FLGQSVDNLHGY FQNGFQATT-——-PIGDQV 91
ApoA-I_O.mykiss AQRSTDLLDDTEY -KEYKMQLTQSLDNLOOYADAT SQSLAPYSEAFGTQL 95
ApoA-I D.rerio AEKALDNLDGTDY -EQYKLOLSESLTKLOEYAQTTSQALTPYAET ISTQL 95
ApoA-T G.gallus GEDATAQFESSAVGKQLDLEKLADNLDT LSAAAAKLRE DMAPYYREVREMW 98
ApoA-I_H.sapiens GRDYVSQFEGSALGKQLNLKLLDNWDS VT STFSKLREQLGPVTQEFWDNL 99
ApoA-1I_C.carpio LEATKDTREKLVKDVEE LRKK IE PMRAELRQVLEKHLOEYRDELKPFVEE 141
ApoA-1_O.mykiss TDATAAVRAEVMEDVEE LRSQLE PRRAELKEVLDEHI DEYRKELE PLIKE 145
ApoA-I_D.rerio MENTKQLRERVMT DVEDLRSKLE PHRAELYTALQKHI DEYREKLE PVFQE 145
ApoA-I_G.gallus LEDTEALRAELTKDLEEVKER IRPFLDQFSAKWTEELEQYRQRLT PVAQE 148
ApoA-I_H.sapiens ERETEGLRQEMSKDLEEVRARVQPYLDDFQRKWQEEMELYRQRVE PLRAE 149
ApoA-I_C.carpio YLTKHQKFLEEMRIKLE PVVKSLREKFGPNWEETKSKLMPT LEAVREKVA 191
ApoA-1_O.mykiss HIELRRTEMEAFRAKME PIVEELRAKVAINVEETKTKLMPI VE IVRAKLT 195
ApoA-1_D.rerio YSALNRQNAEQLRAKLE PLMDDIRKAFESNIBEETKSKVVPMVEAVRTKLT 195
ApoA-1 G.gallus LKE LTKQRVELMQAKLT PVAEEARDRLRGHVEE LRENLAPY SDELRQKLS 198
ApoA-I_H.sapiens LOEGARQKLHE LOEKLS PLGEEMRDRARAHVDALRTHLAPY SDELRQRLA 199
ApoA-1_C.carpio EHLODLKKLLE PYMODYREQMEKGAQE FROSVE - - SGELRKKMNELGEEV 239
ApoA-1_O.mykiss ERLEELRTLAAPYAEEYKEQMIKAVGEVRERVS PLSEDFKGQVGPAREQA 245
ApoA-I_D.rerio ERLEDLRTMAAPYAEEYKEQLVKAVEEARER TAPHTODLOTRMEP YMENYV 245
ApoA-1 G.gallus QKLEETREKGI PQASEYQAKVMEQLSNLREKMT "LVQEFRERLTOYAENL 248
ApoA-TI H.sapiens ARLEALRKENGGARLAEYHARATEHLSTLSEKAKPALEDLRQGLLOVLESF 249

ApoA-1_C.carpio
ApoA-1_O.mykiss
ApoA-1I D.rerio
ApoA-1I G.gallus
ApoA-1I_H.sapiens

Hélice 10
( 0]
KPHFEAIFAAVQKAIYKP 257
KQKLLAFYETISQAMKA- 262
RTTFAQMYETIAKAIQA- 262
ENRLISFLDELQKSVA-- 264
KVSFLSALEEYTKKLNTQ 267
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ies. Se alinearon secuencias de

Figura 1: Alineamiento de ApoA-I de distintas espec
ApoA-l y se extrapolaron a estas especies las secuencias correspondientes a las
hélices 9 y 10 de ApoA-I humano. Se destacan en rojo los residuos de prolina
conservados en todas las especies analizadas y en amarillo los extremos carboxilos

terminales extrapolados a las distintas especies.
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secuencias C-terminal que forman las hélices 9 y 10, para ApoA-lI humano y que fueron
extrapoladas a las otras especies. Finalmente para las secuencias obtenidas del
alineamiento se realizaron andlisis de Helical wheel. Este andlisis consiste en una
representacion de la disposicion de los residuos formando una a-hélice con 3,6 residuos
por vuelta. Se realizaron estos andlisis para el extremo C-terminal de ApoA-lI de
diversas especies, entre ellas algunas alejadas evolutivamente (pollo y humano) y otras
mas cercanas como pez cebra y trucha arcoiris. Estos analisis muestran una
disposicion anfipatica de los residuos aminoacidicos dentro de las a-hélices,
encontrandose los residuos polares (en rojo) en una cara de la a-hélice y los apolares
en la cara opuesta (en azul), adicionalmente se obtuvo la carga neta para éstos
péptidos, resultando que la carga neta es 0 para pollo, humano, y trucha (Figura 2A, B
y D), y -1 para pez cebra (Figura 2C) . El andlisis realizado para el péptido C-terminal de
ApoA-I de carpa (Figura 3A ), muestra esencialmente la misma disposicion anfipatica de
los residuos aminoacidicos encontrada en las otras especies, sin embargo se destaca el
caracter cationico de este péptido, el cual presenta una carga neta de +2. Las
condiciones particulares que presenta el extremo C-terminal de ApoA-I de carpa, tanto
en su estructura secundaria como su carga neta, también se encuentran en un grupo de
péptidos antimicrobianos ampliamente estudiados. Como ejemplo, se analiz6 por
Helical wheel un péptido antimicrobiano como Melitina, el cual muestra una disposicion
de residuos muy similar a la descrita para el C-terminal de ApoA-l y una carga neta de

+4 (Figura 3B ).
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Carga neta: Carga neta:

Apolar @ otros Apolar @ otros

Polar Apolar @ otros Apolar @ Otros

D. rerio O. mykiss

Figura 2: Representacion en Helical wheel del extremo C-terminal de ApoA-I de

pollo ( G. gallus), humano ( H. sapiens), pez cebra (D. rerio) y trucha arcoiris ( O.
mykiss). Las proyecciones se realizaron mediante el programa ANTHEPROT V6.0,
tomando las secuencias descritas en la Figura 1. En A: se muestra la proyeccion
realizada para ApoA-l de G. gallus. B: H. sapiens. C: D. rerio. D: O. mykiss. En todos
los casos se aprecia la disposicion anfipatica de los residuos y baja presencia de

residuos cargados positivamente.
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Carga neta: Carga neta:

C-Terminal ApoA- Melitina
C. carpio

Figura 3: Representacion en Helical wheel del extremo C-terminal de ApoA-I de

carpa y Melitina. La proyeccion se realiz6 mediante el programa ANTHEPROT V6.0,
tomando la secuencia descrita en la Figura 1 para el C-terminal de ApoA-I de carpa. En
A se muestra la disposicion anfipatica de los residuos, ademas de una gran cantidad de
cargas positivas presentes en el extremo C-terminal de ApoA-l. En B se muestra la
proyeccion en Helical wheel del péptido antimicrobiano Melitina, el cual exhibe una clara
disposicion anfipatica. Ademas presenta varios residuos cargados positivamente, lo cual

le otorga una carga neta de +4.
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En las Figuras 4A , B y C, se visualizan distintas vistas de un modelo 3D del
péptido C-terminal de ApoA-I de carpa, el cual muestra la estructura a-helicoidal de este
segmento y la disposicion de los residuos basicos (en rojo) principalmente en una de las
caras del péptido. Ademas se destaca en azul los residuos apolares, los cuales se
encuentran principalmente inter-hélices, las cuales deben abrirse para adoptar la clasica
forma de herradura, como describe Ajees y col. (2006), y que serian esenciales para
aumentar la afinidad de ésta proteina por lipidos. En la misma Figura, en D, E y F,
muestra la estructura 3D de Melitina, donde se aprecia claramente su estructura a-
helicoidal, destacandose la presencia de un residuo de prolina (naranjo) que produce un
quiebre en su estructura. Ademas, los residuos basicos (en rojo) se agrupan
principalmente en un extremo del péptido, esto favorece la insercion del péptido y

posterior desestabilizacion de las bicapas lipidicas.

4.2  Purificacion de HDL y apolipoproteinas A-1y A- I

La purificacion de HDL de carpa se realiz6 de acuerdo a lo descrito en Materiales
y Métodos, protocolo establecido por Amthauer (1988, 1989).

La purificacion de apolipoproteina A-I se realiz6 por cromatografia de filtracion en
gel, Sephacryl S-200, en condiciones denaturantes como se describe en Materiales y
Métodos. El perfil de elucidén obtenido se muestra en la Figura 5, en el cual se aprecian
3 picos principales, que de acuerdo a analisis previos los de interés son | y I, los cuales

corresponden a ApoA-I y ApoA-Il, respectivamente.
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Figura 4. Modelo tridimensional del extremo C-termi nal de ApoA-I de carpa y de

Melitina. Se modeld, por homologia con ApoA-I humano, el extremo C-terminal de
ApoA-lI de carpa mediante prediccion con “Swiss Model”. El modelo obtenido fue
visualizado con el programa PyMOL 0.99rc6 (http://pymol.sourceforge.net/). En A, By C
se muestran distintas vistas del extremo C-terminal de ApoA-I de carpa. En C, Dy E, se
observa desde distintos 4ngulos el modelo 3D del péptido antimicrobiano Melitina, el
cual presenta caracteristicas estructurales similares al C-terminal de ApoA-l. En ambos
casos se resaltan en rojo los residuos con carga positiva, en naranjo las prolinas y en

azul los residuos apolares.
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Figura 5: Purificacion de ApoA-lI por cromatografia de filtracion en columna

Sephacryl S-200. En el perfil de elucion los picos |y Il corresponden a ApoA-1 'y ApoA-
II, respectivamente. En el inserto se muestra el analisis de los picos | y Il mediante
SDS-PAGE al 12,5 %. Surco 1: plasma de carpa (10 ug), surcos 2, 3y 4 a HDL de

carpa, pico | y pico Il, respectivamente.
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El inserto de la Figura 5, muestra el andlisis de las fracciones por SDS-PAGE al
12,5%. Se puede observar claramente que el pico | corresponde a ApoA-I purificada
(Inserto Figura 5, surco 3) y el pico Il de la cromatografia a ApoA-Il (Inserto Figura 5,

surco 4).

4.3  Estudio de la union de HDL y ApoA-I con bacteri  as

Para poder dilucidar un posible mecanismo de accion antimicrobiano para HDL
y/o ApoA-l, es necesario establecer, como primera etapa, si existe una interaccién

directa entre éstas proteinas y las bacterias.

Para estudiar la union, se incubaron bacterias con HDL y mediante
inmunofluorescencia, utilizando un antisuero contra ApoA-l y un anticuerpo secundario
fluorescente, se logré inmunodetectar HDL unida a E. coli DH5a (Figura 6A y B). Estos
resultados demuestran que existe una unién de la particula de HDL a la superficie
bacteriana.

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio, han mostrado que ApoA-I
posee actividad antimicrobiana per se, por lo tanto para demostrar que esta proteina por
si sola estaria interaccionando con bacterias, se incubaron E. coli DH5a con ApoA-I. El
resultado de la inmunodeteccion muestra que existe union de ApoA-I con la superficie
bacteriana (Figura 6D y E). De estos resultados se puede concluir que existe una
interaccién directa de HDL y ApoA-| sobre bacterias. Ademas la accién antimicrobiana
no solo podria ser producida por la particula de HDL, sino que también por ApoA-I. Al
menos en humanos se ha logrado demostrar que una pequefia fraccidon de ApoA-I se

encuentra libre en el plasma por lo tanto no asociada a HDL (Liang y col., 1994).
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Figura 6: Inmunodeteccion de HDL y ApoA-I de carpa unida a E. coli DH5a. Las
bacterias se incubaron con las respectivas proteinas por 6 h a 37°C. Luego de lavar tres
veces, la proteina unida se detectd utilizando un antisuero anti-ApoA-I preparado en
conejo (1/5.000) y revelado con un anticuerpo anti-lgG de conejo conjugado con Alexa
Fluor 488 (1/1.000). A y B: E. coli DH5a incubada con HDL (1 pM). C: control sin HDL.
Dy E: E. coli DH5a incubada con ApoA-I (5,2 uM). F: control sin ApoA-I. Los resultados

demuestran tanto la union de la particula de HDL y de ApoA-I purificada.
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Con el fin de demostrar que la union de HDL a bacterias es especifica, se
realizaron ensayos de competencia. Para ello se prepar6 una HDL conjugada con el
fluoréforo RITC. Al incubar Yersinia ruckeri o Planococcus citreus con HDL-RITC, se
observa una intensa fluorescencia indicando la unién de la proteina a la superficie
bacteriana (Figura 7). Cuando se incubaron bacterias con HDL-RITC y un exceso de
HDL sin marcar se puede apreciar el desplazamiento de la union de HDL-RITC.
Resultados similares se obtienen con E. coli DH5a (datos no mostrados). Estos
resultados indican que HDL se uniria de manera especifica, a las cepas bacterianas

estudiadas.

4.4  Estudios de permeabilizacion de membranas bacte rianas incubadas con
HDL y ApoA-|
Los estudios se realizaron utilizando el fluoréforo ioduro de propidio que tiene la
propiedad de unirse al DNA en bacterias que han sido permeabilizadas (McFeters y
col., 1995; Trevors, 2003. En un primer momento, para bacterias Gram negativas se
utiliz6 como control de permeabilizacion una solucion que contenia Triton X-100 al
1,25% (v/iv) y EDTA 50 mM, siguiendo el protocolo de incubacion descrito en Materiales

y Métodos.



ruckeri

Planococcus

Tincion de Gram HDL-RITC HDL-RITC mas exceso
de HDL sin marcar

Figura 7: Unién especifica de HDL sobre bacterias G = ram negativas y positivas.  El
ensayo de competencia se realiz6 incubando los distintos tipos bacterianos con una
mezcla de ambas proteinas en una razon 1/13 de HDL-RITC/HDL durante 1 h 'y

posteriormente tratadas como se describe en Materiales y Métodos.
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Los experimentos realizados con E. coli DH5a mostraron que HDL no es capaz
de producir permeabilizacién de las membranas a tiempos cortos de incubacion (Figura
8A). Asimismo, cuando se incrementd considerablemente el tiempo de incubacién (17
h), tampoco fue observable un aumento en la permeabilidad bacteriana (Figura 8B ).

Asi también se evalué la posibilidad que ApoA-I, principal constituyente proteico
de HDL y que ademas posee actividad antimicrobiana, sea capaz de producir
permeabilizacion. En la Figura 9 se muestra que, al igual que HDL, ApoA-I no es capaz

de permeabilizar E. coli DH5a.

A pesar que bajo estas condiciones, HDL y ApoA-l no fueron capaces de
permeabilizar bacterias Gram negativas, se decidié probar si HDL era capaz de producir
permeabilizacion sobre bacterias Gram positivas. De acuerdo a lo que se muestra en la
Figura 10, HDL tampoco es capaz de permeabilizar la membrana de B. subtilis, en
contraste a lo obtenido con una solucion Triton X-100 0,1% (v/v). Estos resultados
indican que HDL no es capaz de permeabilizar bacterias, bajo las condiciones

ensayadas.

Los resultados obtenidos anteriormente se realizaron utilizando Triton X-100, el
cual no es el agente mas apropiado para ser utilizado como control de permeabilizacion.
Por ello se decidio utilizar Melitina, un péptido antimicrobiano aislado del veneno de
abejas (Apis melifera), el cual posee reconocida actividad antimicrobiana y presenta un
mecanismo de accién que involucra permeabilizacibn de la membrana bacteriana

(Dempsey, 1990; Papo y Shai, 2003).
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Figura 8: Analisis de permeabilizacion de  E. coli DH5a por HDL. Las incubaciones
fueron realizadas a 37°C vy utilizando ioduro de propidio como indicador de
permeabilidad y bacterias tratadas con Tritbn X-100 y EDTA como control de
permeabilizacién. En A se muestra el nulo efecto que produce HDL (1,2 uM) (e), en
comparacion a Triton X-100 1,25% (v/v) y EDTA 50 mM (e) en 60 min de incubacion. En
negro (e) se muestra el control, el cual contiene bacterias y ioduro de propidio. B
muestra que HDL (2,4 uM) (¢) no es capaz de permeabilizar incluso al aumentar el
tiempo de incubacion a 17 h. En negro (e) se muestra el control, el cual solo contiene
bacterias y ioduro de propidio. En este caso la escala fue ajustada al maximo de

permeabilizacién alcanzado en A.
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Figura 9: Andlisis de permeabilizaciéon de E. coli DH5a por ApoA-l. Las
incubaciones fueron realizadas a 37°C y utilizando ioduro de propidio como indicador de
permeabilidad y bacterias tratadas con Triton X-100 y EDTA como control de
permeabilizacién. Se muestra el nulo efecto que produce ApoA-I (#), en comparacion a
Tritén X-100 1,25% (v/v) y EDTA 50 mM (e) durante 6 h de incubacién. En negro (e) se

muestra el control, el cual contiene solo bacterias y ioduro de propidio.
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Figura 10: Andlisis de permeabilizacion de B. subtilis por HDL. Las incubaciones
fueron realizadas a 37°C vy utilizando ioduro de propidio como indicador de
permeabilidad y bacterias tratadas con Tritbn X-100 y EDTA como control de
permeabilizacién. Se muestra el nulo efecto que produce HDL (e), en comparacion a
Triton X-100 0,1% (v/v) (e) durante 3 h de incubacion. En negro (e) se muestra el

control, el cual solo contiene bacterias y ioduro de propidio.
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En la Figura 11 se observa que HDL no es capaz de permeabilizar la membrana
de bacterias Gram negativas, como E. coli DH5a. En contraste se observa el efecto que
produce Melitina sobre la membrana de esta bacteria, permeabilizandola y produciendo
un gran aumento en la fluorescencia. Estos resultados confirman los datos obtenidos
anteriormente, comprobando que HDL y ApoA-l no son capaces de permeabilizar

bacterias en las condiciones ensayadas.

4.5 Andlisis del dafio de la membrana bacteriana pro  ducido por HDL y ApoA-I

La gran mayoria de los péptidos y proteinas antimicrobianas que se han descrito
hasta el momento, presentan un mecanismo de accion basado fundamentalmente en un
ataque sobre la membrana blanco. Este efecto producido sobre la membrana es
responsable a su vez de inducir alteraciones morfolégicas, hecho que ha sido
ampliamente documentado (Matsuzaki y col., 1997b; Chen y col., 2003; Mangoni y col.,
2004; Brogden, 2005). El tiempo requerido para producir estas alteraciones, es variable
dependiendo del péptido utilizado. Existen algunos que son capaces de inducir
alteraciones en solo minutos, y otros requieren horas, incluso manteniendo un efecto
posterior a la muerte bacteriana. Los posibles efectos de HDL y ApoA-l sobre la
membrana bacteriana no han sido estudiados. Por ello se evalué si HDL y ApoA-I
aislada, son capaces de causar un efecto similar al que producen los péptidos
antimicrobianos. Este efecto se caracteriza por inducir una disrupcion visible de la

membrana y la formacién de ampollas en su superficie.
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Figura 11: Andlisis de permeabilizaciéon de  E. coli DH5a por HDL. Las incubaciones
fueron realizadas a temperatura ambiente y utilizando ioduro de propidio como indicador
de permeabilidad. Estos ensayos muestran el nulo efecto que produce HDL (¢), en
comparacién con Melitina (), péptido antimicrobiano capaz de permeabilizar bacterias.

En negro (e) se muestra el control, el cual contiene bacterias y ioduro de propidio.
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Con el fin de determinar algin posible efecto de HDL o ApoA-l sobre la
morfologia bacteriana, se realizaron incubaciones de E. coli DH5a con las respectivas
proteinas y luego se procedi6 a evaluar su morfologia mediante microscopia electronica
de barrido, herramienta clasicamente utilizada para evaluar este tipo de efecto.

En las Figuras 12 y 13, se muestra de forma evidente que tanto HDL como
ApoA-I no son capaces de inducir alteraciones morfologicas evidentes en una hora de
incubacion con las respectivas proteinas.

Teniendo en cuenta que el tiempo puede ser un factor importante para poder ver
de forma clara un efecto, se realizaron ensayos utilizando las mismas cantidades de
ambas proteinas, y un tiempo de incubacion de 6 h, tiempo descrito por Concha y col.,
(2003) en los cuales se obtienen resultados reproducibles de un efecto de HDL sobre la
viabilidad bacteriana. En las Figuras 14 y 15, se pueden ver los resultados de las
incubaciones, en los cuales tampoco se pudo apreciar alteraciones evidentes en la
morfologia bacteriana, independiente de cual fue la proteina en estudio. Sin embargo,
resulta claro el efecto de HDL en la proliferacion bacteriana, ya que tanto en bacterias
control como bacterias tratadas con HDL, se utilizaron las mismas cantidades en un
comienzo del ensayo y se tomaron iguales volimenes cuando se trataron las muestras.
En el caso de ApoA-I, al menos en los campos estudiados, no se aprecia una diferencia
considerable en cantidad de bacterias entre el control y las tratadas.

El mismo ensayo se realiz6 utilizando un tiempo de incubacion de 24 h, en el cual
tampoco se logro apreciar alteraciones morfolégicas evidentes en las bacterias (datos

no mostrados).
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Figura 12: Andlisis morfolégico por microscopia ele ctronica de bacterias

incubadas con HDL por 1 h. Se incubd E. coli DH5a con HDL (2,1 uM) por 1 h, las
muestras posteriormente se procesaron como se describe en Materiales y Métodos. Se
aprecia la diferencia en la cantidad de bacterias en la muestra tratada con HDL,
respecto al control. Sin embargo no se aprecian alteraciones morfoldgicas evidentes.

Imagenes superiores, barra: 10 um, imagenes inferiores, barra: 1um.
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ApoA- Control

Figura 13: Andlisis morfolégico por microscopia ele ctronica de bacterias

incubadas con ApoA-I por 1 h.  Se incubd E. coli DH5a con ApoA-I (5,2 uM) por 1 h,
las muestras posteriormente se procesaron como se describe en Materiales y Métodos.
Panel superior: vista panoramica del frotis, panel inferior: mayor magnificacion de los
correspondientes recuadros del panel superior. Imadgenes superiores, barra: 10 um,

imégenes inferiores, barra: 1um.
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HDL Control

Figura 14: Andlisis morfolégico por microscopia ele ctronica de bacterias

incubadas con HDL por 6 h. Se incub6 E. coli DH5a con HDL (2,1 uM) por 6 h, las
muestras posteriormente se procesaron como se describe en Materiales y Métodos. Se
aprecia la diferencia en la cantidad de bacterias en la muestra tratada con HDL,
respecto al control. Sin embargo no se aprecian alteraciones morfoldgicas evidentes.

Imagenes superiores, barra: 10 um, imagenes inferiores, barra: 1um.
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ApoAd Control

Figura 15: Andlisis morfolégico por microscopia ele ctronica de bacterias

incubadas con ApoA-I por 6 h.  Se incubd E. coli DH5a con ApoA-I (5,2 uM) por 6 h,
las muestras posteriormente se procesaron como se describe en Materiales y Métodos.
No se aprecian alteraciones morfologicas evidentes en las bacterias tratadas con ApoA-
I, a pesar del aumento en el tiempo de incubacion. Imagenes superiores, barra: 10 pum,

imégenes inferiores, barra: 1um.
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4.6 Identificar posibles sitios de unién para HDL y /o ApoA-l en membranas
bacterianas
4.6.1 Ensayo de union mediante Ligand blot

Se siguieron protocolos establecidos para el tratamiento de bacterias, E. coli
DH5a, mediante los cuales se consiguié obtener diversos preparados de bacterias,
enriqguecidos con alguna fraccion en particular. Los protocolos se siguieron de acuerdo
a lo descrito en Materiales y Métodos, obteniéndose las siguientes fracciones: bacterias
tripsinizadas, proteinas periféricas, bacterias sin proteinas periféricas, membrana
externa y protoplastos. En la Figura 16C y D, se muestra que las bacterias luego de los
distintos tratamientos mantienen su integridad y que efectivamente se logra obtener
protoplastos (Figura 16B ).

Las distintas preparaciones obtenidas fueron utilizadas para realizar ensayos de
Ligand blot. Estos ensayos se utilizan para poder determinar union proteina-proteina o
de proteinas con otros compuestos, mediante Dot blot: Para ello se inmovilizan en
membranas de nitrocelulosa ciertas proteinas o extractos de interés y luego se incuban
con la proteina en estudio. Este proceso es seguido por inmunodeteccion de la proteina
con que se incubo la membrana y posterior andlisis de la posible union.

Como se observa en la Figura 17A, en los primeros ensayos se observo un
fondo muy alto, indicando que el bloqueo de la membrana no fue satisfactorio. Ademas
se observo problemas de reaccion cruzada del primer anticuerpo, contra alguna de las
fracciones (Figura 17B) y con la utilizacion solo del anticuerpo secundario no se

produjeron problemas de interaccion cruzada (Figura 17C).
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) -

Figura 16: Tincion de Gram de E. coli DH5a luego de diversos tratamientos.  Gram
control (A), protoplastos (B), tratadas con bicarbonato (C), tripsinizadas (D). Se observa
gue la obtenciéon de protoplastos fue efectiva (B), presentandose como cocos Gram
positivos, ademas los otros tratamientos realizados con el fin de obtener fracciones

bacterianas no afectaron la morfologia bacteriana (C y D).
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Figura 17: Ligand blot de fracciones bacterianas de E. coli DH5a con HDL. Se
inmovilizaron las fracciones bacterianas en membranas de nitrocelulosa y se
bloquearon utilizando PBS conteniendo leche descremada al 5% (p/v) y Tween 20 al
0,05% (v/v), luego de bloquearlas se incubaron con 0,1 mg/mL de HDL por 1 h, y
posteriormente se inmunodetectaron utilizando un antisuero anti-ApoA-I. En este caso,
la sefial de fondo no permite distinguir claramente la marca inmunoreactiva. En A se
muestra la union de HDL a algunas fracciones bacterianas, excepto LPS. Las fracciones
se encuentran en el siguiente orden: 1: bacterias tripsinizadas, 2: proteinas periféricas,
3: bacterias sin proteinas periféricas, 4: membrana externa, 5: protoplastos, 6: LPS, 7:
bacterias sin tratar, 8: HDL. En B se aprecia la inmunodeteccién de las fracciones, sin
incubacion con HDL. El orden en la membrana es el mismo que en A. En C se muestra

la inmunodeteccién de las diversas fracciones, utilizando solo el anticuerpo secundario.
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Para solucionar estos problemas, se ensayaron distintas soluciones de bloqueo
y se purificaron por afinidad anticuerpos anti-ApoA-lI a partir del antisuero utilizado
anteriormente, con el fin de disminuir la fuerte reaccién cruzada que presentaba el
antisuero contra las distintas fracciones. Como se observa en la Figura 18, se obtuvo
un mejor resultado utilizando Tris-HCI 25 mM pH 7,5; conteniendo Tween 20 al 2%
(v/v), aprecidandose claramente una disminucion de la sefial de fondo, sin embargo fue
posible detectar reaccidén cruzada de ambos anticuerpos con E. coli DH5a. A pesar de
esto se observa una mayor marca reactiva en el Ligand blot que en los controles, lo que
nos indica union de HDL a algunas fracciones bacterianas.

Con el fin de obtener un resultado mas limpio, se procedié a preabsorber el
anticuerpo primario y secundario con un extracto de E. coli DH5q, realizando una
dilucion 1/500 de los anticuerpos con el extracto e incubandolos por 1 h a temperatura
ambiente. Antes de su utilizacion fueron centrifugados a 14.100 x g, para eliminar
cualquier precipitado presente y finalmente llevados a la dilucién respectiva con los
tampones que se indican en Materiales y Métodos. El resultado del Ligand blot, muestra
qgue existe union de HDL a las distintas fracciones bacterianas, sin embargo no fue
posible detectar union de HDL a LPS (Figura 19, A6). En el control se muestra
inmunodeteccion leve en la fraccion B5, la cual corresponde a protoplastos, sin
embargo la misma fraccion incubada con HDL es capaz de producir una reaccion

mucho mas intensa, lo cual demuestra que HDL es capaz de unirse a esta fraccion.
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Figura 18: Ligand blot de fracciones bacterianas de E. coli DH5a con HDL. Se
inmovilizaron las fracciones bacterianas en membranas de nitrocelulosa y se
bloquearon utilizando una solucién de Tris-HCI 25 mM pH 7,5 conteniendo Tween 20 al
2% (v/v), Luego de bloquearlas se incubaron con 0,1 mg/mL de HDL por 1 h, y
posteriormente se inmunodetectaron utilizando anticuerpos anti-ApoA-I purificados por
afinidad. En A se muestra la union de HDL a las distintas fracciones, excepto para LPS.
Las fracciones se encuentran en el siguiente orden: 1: bacterias tripsinizadas, 2:
proteinas periféricas, 3: bacterias sin proteinas periféricas, 4: membrana externa, 5:
protoplastos, 6: LPS, 7: bacterias sin tratar, 8. HDL. En B se aprecia la
inmunodeteccion de las fracciones utilizando anticuerpo primario y secundario, sin
incubacion con HDL. El orden en la membrana es el mismo que en A. En C se muestra

la inmunodeteccién de las diversas fracciones, utilizando solo el anticuerpo secundario.
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Figura 19: Ligand blot de fracciones bacterianas de E. coli DH5a con HDL. Se
inmovilizaron las fracciones bacterianas en membranas de nitrocelulosa y luego de
bloquearlas se incubaron con 0,1 mg/mL de HDL por 1 h, y posteriormente se
inmunodetect6é utilizando anticuerpos anti-ApoA-l purificados por afinidad y pre-
absorbidos con un extracto de E. coli DH5a. En A se muestra la union de HDL a las
distintas fracciones, excepto para LPS. Las fracciones se encuentran en el siguiente
orden: 1: bacterias tripsinizadas, 2: proteinas periféricas, 3: bacterias sin proteinas
periféricas, 4. membrana externa, 5: protoplastos, 6: LPS, 7: bacterias sin tratar, 8:
HDL. En B se aprecia la inmunodeteccion de las fracciones, sin incubacion con HDL. El

orden en la membrana es el mismo que en A.
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4.6.2 Interaccibn de proteinas plasméaticas con LPS- FITC, mediante
cromatografia de filtracion

Es conocida la capacidad de HDL de interactuar con LPS, sin embargo no se
detecté union entre estos compuestos por Ligand blot. Por ello se decidié probar una
técnica soluble y de mayor sensibilidad. La técnica de cromatografia de filtracion ha sido
utilizada para determinar interaccion de HDL humana con LPS-FITC (De Haas y col.,
2000). El LPS, al ser conjugado con el fluoréforo isotiocianato de fluoresceina (FITC),
adquiere propiedades fluorescentes. El LPS-FITC por lo tanto nos permite detectar
aquellas proteinas a las que se une, ya que si existe interaccion debe coeluir el LPS-
FITC y la(s) proteina(s) de interés, hecho que puede ser visualizado por lectura de la
fluorescencia asociada al LPS.

En la Figura 20, se muestran los perfiles cromatogréficos obtenidos durante la
estandarizacion de las condiciones para realizar este ensayo. En A se puede observar
la determinacion del volumen de exclusién (Vo) de la columna (66 min), tiempo en que
eluyen las proteinas de mayor peso molecular. Se obtuvo este valor utilizando Azul de
dextrano como muestra, este compuesto tiene un peso molecular mayor a 2.000.000 Da
y es excluido de los poros de la resina.

En B se observa un perfil cromatografico de LPS-FITC, en el perfil de
fluorescencia se ven dos picos, uno de los cuales eluye en el Vp y otro de un menor
peso molecular. El primer pico se puede deber a un agregado de LPS y el segundo a

LPS monomérico, complejos moleculares ya descritos por Jann y col., (1975).
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Figura 20: Analisis de LPS-FITC por cromatografia d e filtracion. EIl fraccionamiento
se realizo en una columna Superdex 200 HR utilizando el tampdn de elucion descrito en
Materiales y Métodos. A: Determinacion del Vo experimental, mediante cromatografia
de Azul de dextrano (2.000.000 Da), el cual eluye en el minuto 66. B: perfil
cromatografico de LPS-FITC, en el cual se aprecian dos picos, el primero que eluye en

el Vo, y el segundo de un menor peso molecular, que eluye en el minuto 180.



65

En la Figura 21A, se aprecia el perfil cromatografico de una muestra de plasma
de carpa incubada con LPS-FITC por 1 h. Se observan dos picos que no se encuentran
cuando se utiliza solo LPS-FITC y los cuales estarian asociados a algun tipo de
proteina, por la lectura que se obtiene de la muestra por absorbancia a 280 nm. Estos
picos eluyen aproximadamente al minuto 97 y 153. Posteriormente una muestra de
plasma se incub6 con LPS-FITC por 18 h, el resultado de la cromatografia se puede
observar en la Figura 21B . En este caso se puede apreciar un aumento en la cantidad
de fluorescencia que es capaz de retener el pico del minuto 97. Esto es indicativo que
alguna proteina presente en el plasma es capaz de interaccionar con LPS.

Con el fin de determinar si la proteina plasmatica que une LPS y eluye al minuto
97 corresponde a HDL, se realizaron incubaciones utilizando HDL purificada y LPS-
FITC por 1 hy 18 h. En la Figura 22A se demuestra union de HDL con LPS-FITC con
solo una hora de incubacién, hecho que se manifiesta por un desplazamiento en la
elucion de parte del LPS-FITC desde el Vo hasta el tiempo de elucion de 97 min. Por
otro lado, cuando se realiz6 una incubacién por 18 horas, se ve un pico claramente
definido en el minuto 97, lo cual permite determinar que HDL es capaz de interaccionar
con LPS-FITC, y que el tiempo de incubacién es determinante para inducir el
desagregamiento de los complejos de LPS (Figura 22B ). Este fenbmeno se deduce por
la disminucion de la fluorescencia del pico que eluye en el Vo. Debido a que en la
cromatografia de HDL se obtienen dos picos mayoritarios, y al menos uno de ellos une
LPS, se confirm6 mediante SDS-PAGE al 12,5 % y Western blot que realmente el pico

del minuto 97 es HDL. En la Figura 23, se aprecia el andlisis electroforético de los picos
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Figura 21: Interaccion entre LPS de E. coli y fracciones proteicas del plasma de

carpa. LPS-FITC (5 pug/mL) fue incubado con plasma de carpa por 1 h (A) y 18 h (B),
posteriormente la muestra fue sometida a cromatografia en una columna Superdex 200
HR y eluida en las condiciones descritas en Materiales y Métodos. Las muestras
colectadas fueron tratadas con deoxicolato de sodio 0,1% (p/v), para disminuir del
apagamiento de la fluorescencia, y leidas en fluorimetro en las siguientes condiciones:

A excitacion: 490 nm, A emision: 512 nm.
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Figura 22: Interaccion entre LPS de E. coli y HDL de carpa. LPS-FITC (5 pg/mL) fue
incubado con HDL de carpa por 1 h (A) y 18 h (B), posteriormente la muestra fue
sometida a cromatografia en una columna Superdex 200 HR y eluida en las condiciones
descritas en Materiales y Métodos. Las muestras colectadas fueron tratadas con
deoxicolato de sodio 0,1% (p/v), para disminuir del apagamiento de la fluorescencia y
leidas en fluorimetro en las siguientes condiciones: A excitacion: 490 nm, A emision: 512

nm.
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Figura 23: Analisis en SDS-PAGE de los picos de elu cién obtenidos luego de

cromatografia de HDL en columna Superdex 200 HR.  Se analizé por SDS-PAGE al
12,5% los picos de elucion obtenidos en la cromatografia de la Figura 22 . E: estandar
de peso molecular; P: Plasma de carpa; H: HDL purificada; 1: Pico 1; 2: Pico 2. (A):
Tincién con Azul de Coomassie, (B): Inmunodeteccién de ApoA-lI por Western blot. Se

observa claramente que el pico 2 corresponde a HDL, debido a la presencia de ApoA-I.
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obtenidos, luego de fraccionar HDL incubada con LPS (marcados con flechas en la
Figura 22). Mediante tincién con Azul de Coomassie y Western blot para ApoA-I se
aprecia que el pico 2 corresponde a HDL, (Figura 23A), debido a la presencia de
ApoA-l1 y A-ll en la tincibn con Azul de Coomassie, y posterior confirmacién por

inmunodeteccion de ApoA-I (Figura 23B ).



70

5. DISCUSION

El sistema inmune innato constituye la primera linea de defensa de diversos
organismos y proporciona proteccion inmediata e inespecifica frente a infecciones. Uno
de sus principales componentes, lo constituyen péptidos y proteinas con propiedades
antimicrobianas (Cristofaro y Opal, 2006; Hume y Hertzog, 2006).

En este contexto existen antecedentes que relacionan a HDL y su componente
principal, ApoA-I, con funciones protectoras, sugiriendo de ésta manera su posible
participacion en la inmunidad innata. Estudios realizados por Concha y col., (2003,
2004) han demostrado la importante funcion defensiva que presenta HDL y ApoA-I de
carpa, debido a la potente actividad antimicrobiana que presentan ambas proteinas
contra diversos tipos bacterianos.

En el presente trabajo se planted investigar un posible mecanismo de accién
antimicrobiano para HDL y/o ApoA-l, y de esta manera entender uno de los aspectos
menos estudiados de éstas proteinas, como es su participacion en la inmunidad innata
de peces.

En carpa, estudios realizados por Lépez (2006) han mostrado el caracter
anfipatico de ésta proteina, ademas ha dejado en evidencia lo poco conservado, a nivel
de secuencia primaria, que es el extremo C-terminal de ApoA-l. Sin embargo, éste se
considera muy importante para la remocién de colesterol y la interaccion de ApoA-I y
HDL con bicapas lipidicas. Esto indica, que a pesar de la importancia que presenta este
dominio en la interaccion con lipidos, seria mucho maés relevante para su funciéon la

disposicion que adquieren los residuos en la estructura secundaria de la proteina.
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De acuerdo al analisis bioinformatico realizado del extremo carboxilo terminal de
ApoA-l de pollo, humano, pez cebra y trucha arcoiris, éste muestra una clara
disposicion anfipatica de sus residuos aminoacidicos y baja presencia de residuos
basicos, lo cual le proporciona una carga neta 0 6 -1, dependiendo de la especie
(Figura 2). En el caso de la carpa se aprecia la misma disposicion anfipatica de los
residuos, pero una mayor presencia de residuos basicos, adquiriendo una carga neta
de +2 (Figura 3 ). Como comparacion, se realizo el mismo analisis a Melitina, un péptido
ampliamente estudiado por sus propiedades antimicrobianas, el cual presentd una
disposicion anfipatica y una carga neta de +4. Estos estudios muestran homologia
estructural entre el extremo C-terminal de carpa y un grupo de péptidos antimicrobianos
ampliamente estudiados. Se destaca de las proyecciones de Helical wheel que la
presencia de los residuos cargados positivamente se encuentran adyacentes a la
agrupacion de residuos hidrofébicos, en una clara disposicion de a-hélice tipo A (Frank
y Marcel, 2000). Esta disposicion de los residuos, favorece la interaccion del extremo C-
terminal de ApoA-I con membranas, debido a las interacciones hidrofébicas producidas
entre las colas alifaticas de los fosfolipidos y los residuos apolares, ademas de la
interaccidn electroestatica entre la cabeza de los fosfolipidos (de carga negativa) con
los residuos cargados positivamente. Asimismo el modelo tridimensional deducido del
péptido C-terminal de ApoA-I presentd una estructura netamente a-helicoidal (Figura
4A, B y C), agrupandose los residuos basicos principalmente en una cara de la
proteina, lo cual favoreceria su interaccion con las cargas negativas presentes en la
membrana bacteriana. Ademas, los residuos apolares se encuentran agrupados en la

interaccién hélice-hélice presente entre las hélices 9 y 10, por lo cual se encuentran
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menos expuestos a la polaridad del solvente. Sin embargo, de acuerdo a lo propuesto
por Ajees y col. (2006), a medida que ApoA-I va uniendo lipidos estas hélices se van
abriendo lo cual aumenta su afinidad por lipidos, lo cual presenta otro motivo por el cual
la interaccion de ApoA-lI con membranas es clave en el mecanismo de accion de estas
proteinas. Para el caso de Melitina (Figura 4D, E y F) el modelo tridimensional muestra
una disposicion a-helicoidal, con un quiebre en su estructura producido por una prolina.
En contraste a lo presentado en carpa, la presencia de residuos basicos no se
encuentran agrupados en una cara del péptido, sino en un extremo, lo que favoreceria
la insercion del péptido en la bicapa lipidica que junto con el quiebre en su estructura
secundaria, produciria desestabilizacion y permeabilizacién de la membrana bacteriana
(Yeaman y Yount, 2003). En conclusion, el tipo de estructura secundaria, la disposicion
anfipatica de los residuos aminoacidicos y la carga neta positiva presente en ApoA-I, y
que ademas comparte con diversos péptidos antimicrobianos, fueron claves en esta
tesis para plantear una hipétesis de un posible mecanismo de accion antimicrobiano

para HDL y ApoA-I.

La asociacion de péptidos y proteinas antimicrobianas sobre la superficie
bacteriana se considera un paso fundamental en cualquier mecanismo de accion
antimicrobiano, puesto que debe existir una interaccion directa con la bacteria para
poder atribuir un efecto a las proteinas estudiadas. Por lo tanto se decidié estudiar la
unién que debe existir entre HDL y ApoA-lI con la superficie bacteriana. Mediante
inmunofluorescencia se logré determinar la union de HDL en bacterias Gram negativas
qgue fueron tratadas con esta proteina (Figura 6A y B). Ademas, se demostré la unién

de ApoA-I purificada a E. coli DH5a (Figura 6D y E). Estos resultados muestran que
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ApoA-| es capaz de interaccionar con bacterias, ya sea formando parte de la particula
de HDL, desde la cual podria ser liberada por ser una apolipoproteina intercambiable o
alternativamente a través de su forma libre en el plasma. De acuerdo a lo descrito por
Liang y col., (1994) existe una pequefa fraccion de ApoA-I libre de lipidos en el plasma
humano, y teniendo en cuenta las altas concentraciones plasmaticas de HDL en carpa,
los niveles de ApoA-I libre que pueden estar presentes en el plasma podrian ser no

despreciables.

Se determinoé la especificidad de la unién de HDL a diversos tipos de bacterias,
mediante ensayos de competencia utilizando HDL-RITC y HDL sin marcar como
competidor. Este resultado mostré que HDL-RITC fue desplazada por HDL sin marcar,
lo cual demuestra que la unién bacteria-proteina es especifica (Figura 7). Estos
antecedentes indican que HDL es capaz de unirse a diversos tipos bacterianos.

Estos antecedentes proporcionan un primer paso, que se considera fundamental
en el mecanismo de accién antimicrobiano para péptidos y proteinas, el cual es la unién
a la superficie bacteriana.

Los analisis estructurales realizados para ApoA-I muestran una estructura muy
similar a la descrita para un grupo de péptidos antimicrobianos que poseen un
mecanismo de accion basado esencialmente en desestabilizacion y permeabilizacion
de la membrana bacteriana. Ademas, nuestros resultados indican que HDL y ApoA-I
son capaces de unirse a diversos tipos bacterianos, lo cual sugiere un mecanismo de
accion antimicrobiano similar al descrito anteriormente. Con el fin de confirmar este
posible mecanismo, se realizaron ensayos de permeabilizacion utilizando HDL y ioduro

de propidio como indicador de permeabilidad. Estos ensayos mostraron, que tanto a
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tiempos cortos como largos de incubacion, no se observo un incremento significativo en
la fluorescencia (Figura 8). Resultados similares se obtuvieron al incubar bacterias con
ApoA-| (Figura 9) y al incubar B. subtilis (Gram positivo) con HDL (Figura 10). Ademas
se realizaron los mismos ensayos antes descritos, pero utilizando como control de
permeabilizacion Melitina, el cual mostré6 esencialmente los mismos resultados para
HDL y ApoA-I (Figura 11). Esto seria indicativo que una proteina con estos motivos
estructurales no sigue el mecanismo clasicamente descrito, siendo pocos los
antecedentes bibliograficos que describen situaciones similares. A pesar de esto,
existen ciertos mecanismos de accién antimicrobianos basados en permeabilizacion
bacteriana, los cuales presentan caracteristicas particulares. En estos casos, la
permeabilizacion bacteriana se produciria por formacién de poros de menor tamaiio, lo
cual lleva a la salida de iones y no necesariamente de metabolitos, para lo cual se
requeriria un poro de mayor tamafo (Juretic y col., 1989; Otha y col., 1992; Matsuzaki y
col., 1997b; Park y col., 2000; Brogden, 2005).

Los diversos estudios que se han enfocado en los péptidos antimicrobianos que
producen permeabilizacion, han determinado que estos eventos se acompafan de
alteraciones morfolégicas observables en la membrana bacteriana. Por ello, se
analizaron bacterias por microscopia electrénica de barrido, con el fin de estudiar los
posibles efectos que son capaces de producir ApoA-I y HDL. Nuestros ensayos
mostraron que HDL no fue capaz de producir cambios morfologicos en E. colicon 1 6 6
h de incubacion (Figura 12 y 14). Asimismo, la incubacién de bacterias, por 1 6 6 h, con
ApoA-I, tampoco produjo un efecto sobre la morfologia bacteriana (Figura 13 y 15) A

pesar de que mediante estos ensayos no se observaron cambios morfolégicos en las
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bacterias analizadas, fue posible apreciar la potente actividad antimicrobiana de HDL, lo
cual se refleja por la clara disminucion en la cantidad de bacterias presentes en los
distintos campos observados. El hecho de que las proteinas en estudio presenten las
caracteristicas estructurales necesarias como parar producir efectos drasticos a nivel de
membrana bacteriana, pero que no hayan sido capaces de provocarlos, es poco
descrito en la literatura para péptidos y proteinas antimicrobianas similares a las
estudiadas. Existe al menos un caso que describe una situacion similar a la presentada
por nosotros: oncorrincina lll. Este péptido purificado a partir del mucus del pez
Oncorhynchus mykiss no fue capaz de generar poros estables en bicapas lipidicas y
tampoco producir alteraciones morfolégicas en las bacterias tratadas con éste péptido
(Fernandes y col., 2003).

En esta tesis se planted la hipotesis que HDL y/o ApoA-l eran capaces de
permeabilizar bacterias, pero también se evaluaron otras posibilidades, como la unién
de HDL a alguna estructura bacteriana en particular. Los ensayos realizados por Ligand
blot demostraron que existe unién de HDL a distintas fracciones de bacterias Gram
negativas (Figura 18 y 19). Este hecho indica a primera vista que HDL es capaz de
unirse a diversas fracciones bacterianas, como por ejemplo: proteinas bacterianas,
bacterias sin estas proteinas, bacterias que no poseen membrana externa, protoplastos
y bacterias sin tratar. No deja de ser curioso gue nuestra proteina no presente una
mayor selectividad sobre algin componente bacteriano en especifico, y es poco
probable que exista un compuesto en comun, entre las fracciones antes mencionadas,
lo cual sugiere que HDL debe presentar multiples y diversos sitios de unién en la

superficie bacteriana. Curiosamente en el ensayo de Ligand blot no se logré apreciar
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union de HDL a LPS, sin embargo mediante cromatografia de filtracion utilizando LPS-
FITC se demostré que existe una fraccion proteica en plasma, que presenta un tiempo
de retencion de 97 min, la cual es capaz de interactuar con LPS (Figura 21A ). Ademas
la capacidad de unién entre estos dos compuestos aumenta cuando se incrementa el
tiempo de incubacion (Figura 21B ). Los ensayos realizados utilizando HDL purificada
muestran que esta proteina efectivamente presenta un tiempo de retencién de 97 min y
que la purificacion no afect6 la capacidad de union a LPS-FITC (Figura 22A ). Ademas,
al igual que los resultados observados con plasma, la utilizacion de HDL purificada
acompafnada de un mayor tiempo de incubacion, llevé a una mayor retencion de LPS-
FITC (Figura 22B ). Estos resultados discrepan con los obtenidos en el Ligand blot, sin
embargo esto se puede deber fundamentalmente a la diferencia en sensibilidad en
ambos métodos. Esto porque la utilizacion de compuestos fluorescentes genera
seflales mucho mas sensibles para ser detectadas, de las que puede entregar una
inmunodeteccion revelada por métodos convencionales.

Luego de fraccionar HDL en la columna Superdex 200 HR, se obtuvieron dos
picos principales, uno de un tamafio mayor o igual a 600 kDa (que eluye en el Vy) y otro
gue eluye en el minuto 97. A pesar de que HDL presenta un peso molecular estimado
en 160 kDa, por lo cual no deberia eluir en el Vo, se decidié confirmar si uno o ambos
picos corresponden a HDL. Para ello se analizaron por SDS-PAGE, y posterior tincién
con Azul de Coomasie, las fracciones obtenidas luego de la cromatografia. De este
analisis se comprobé efectivamente que el pico que corresponde a HDL es el que eluye
en el minuto 97, debido a la presencia de sus dos proteinas principales, ApoA-l y

ApoA-Il. Sin embargo, para el pico que eluye en el Vo y que presenta una gran
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absorbancia a 280 nm, no fue posible obtener un patron de proteinas que refleje de
alguna manera la cantidad de absorbancia obtenida en la cromatografia (Figura 23A).
La cuantificacion de proteinas de este pico, tampoco se correlacion6 con la intensidad
de la absorbancia obtenida (datos no mostrados). Se puede descartar que este pico sea
un agregado de HDL que se produzca durante la etapa de incubacion, debido a que no
existe una gran presencia de ApoA-I (por tincidbn con Azul de Coomassie), ademas se
corroboré por Western blot de ApoA-I, obteniéndose el mismo resultado anterior (Figura
23B). La posibilidad que este pico sea un pigmento que Se encuentre en estos peces y
que presenta un gran absorbancia a 280 nm, es muy poco probable, debido a que los
estudios por cromatografia de filtracion permiten diferenciar compuestos de acuerdo a
su peso molecular, lo que implicaria que este pico seria un compuesto con un tamafo
superior a los 600 kDa, no encontrandose colorantes con tal peso molecular, lo cual
desecharia esta posibilidad. Tampoco se puede atribuir este pico de absorbancia a
LPS-FITC, ya que este compuesto no presenta absorbancia a 280 nm, como lo indica la
Figura 20B . Una posibilidad menos probable, es que si este pico corresponde a una
proteina, ésta no presente las caracteristicas necesarias para unir el colorante Azul de
Coomassie.

En conclusién podemos decir que los ensayos de Ligand blot y de union de LPS-
FITC a HDL se realizaron como una forma de determinar una posible estructura blanco
gue pudiese estar mediando la actividad antimicrobiana de HDL, al menos en bacterias
Gram negativas, encontrandose union de HDL a diversas estructuras, incluyendo LPS,

lo cual sugiere que HDL presenta multiples sitios de unién en la superficie bacteriana.
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La presencia de residuos de prolina en la estructura primaria de ApoA-I, pueden
ser claves en la accion antimicrobiana de ésta proteina, tal como ha sido descrito para
algunos péptidos antimicrobianos (Boman, 1995; Brogden, 2005). En estos péptidos los
residuos de prolina se encuentran dispuestos al azar en su estructura, sin embargo en
algunos casos la mutacion de la unica prolina presente, disminuye considerablemente
su actividad (Park y col., 2000). Mas importante aun es que los péptidos con estas
caracteristicas poseen un mecanismo de accion donde la permeabilizacion de la
membrana no es el paso fundamental que produce la muerte bacteriana (Otvos, 2005;
Park y col.,, 2000), sino que la accidbn que ejercen sobre las membranas es
desestabilizarla, sin necesariamente formar poros estables, y junto con ello favorecer la
internalizacion y acumulacion de péptidos al interior de la célula. Algunos de estos
péptidos actuan inhibiendo proteinas como Hsp70 y GroEL, las cuales son
fundamentales en generar la respuesta bacteriana anti-estrés. (Otvos y col., 2000;
Otvos, 2005; Podda y col., 2006). Los residuos de prolina en ApoA-I, son ampliamente
conservados en las diversas especies, tal como lo indica la Figura 1, delimitando
repeticiones de 11 y 22 aminoacidos, caracteristicas de este tipo de proteinas, por lo
gue se podria especular qgue ApoA-I pueda presentar un mecanismo similar al descrito.

HDL es una particula que ha sido principalmente caracterizada por su rol en el
transporte reverso de colesterol. Este es un punto importante debido a que han sido
descritos los efectos antibacterianos de &acidos grasos como son el acido oleico,
linoleico, linolénico y otros més, produciendo la inhibicibn de enzimas claves en la
biosintesis de acidos grasos propios de las bacterias, (Zheng y col., 2005). Asimismo se

postula que la actividad citotoxica que ejerce HDL sobre Trypanosoma brucei, se debe
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fundamentalmente a la composicion de los fosfolipidos presentes, los cuales alterarian
drasticamente la conformacion lipidica de la membrana produciendo su lisis (Rifkin,
1991). Este autor ademas postula que la activacion enzimatica que es capaz de
producir HDL sobre enzimas claves en la sintesis de acidos grasos, como HMGCoA
reductasa, y la activacion de sintesis de glicolipidos podrian afectar de manera adversa
la viabilidad de estos parasitos, lo cual también podria producirse en bacterias (Rifkin,
1991). Debemos recordar que los peces, en particular, se caracterizan por poseer un
alto contenido de acidos grasos poli-insaturados como los descritos anteriormente
(Brooks y col., 2002). Ademas en carpa, asi como en algunos otros peces teledsteos,
no ha sido descrita la presencia de Albumina (Amthauer y col., 1989; Babin y Vernier,
1989), por lo cual el transporte de acidos grasos, que en mamiferos es principalmente
efectuado por ésta proteina, debe ser suplido por otra con caracteristicas similares
como lo es HDL, como lo describe Metcalf y col., (1999).

La utilizacion de HDL reconstituida (rHDL), puede ser una buena manera de
descartar muchos de los efectos descritos anteriormente. De este modo, la
reconstitucion de la particula con un solo tipo de lipido, y eliminando otras proteinas que
pueden ser transportadas por HDL de carpa (y que no hayan sido descritas hasta el
momento), desestimarian la contribucion en la accion antimicrobiana de otras proteinas
asociadas a la particula de HDL y de los lipidos transportados por ella.

Un efecto no menor puede ser atribuido a la presencia de colesterol, una de las
principales moléculas transportadas por HDL (Yokoyama, 2005; Zannis y col., 2006),
esto debido a que es conocido el efecto que tiene esta molécula en producir una menor

fluidez en membranas celulares (Ridgway y col., 1999). En bacterias se ha descrito el
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crecimiento de E. coli en medios ricos en colesterol, pero esto no ha producido una
disminucién en la viabilidad bacteriana ni una variacion en la composicion de los acidos
grasos, sino un descenso en la fluidez de membrana (Eaton y col., 1981). Esta
disminucién en la fluidez de la membrana puede favorecer la interaccion subsecuente
de otras moléculas de HDL y por lo tanto promover la accion antimicrobiana de esta
proteina.

Como se ha descrito, el transporte de lipidos y colesterol es la funcibn mas
conocida de HDL. La extraccion de lipidos y colesterol desde tejidos periféricos para ser
llevados al higado para su eliminacion, pueden dar pie para sospechar que HDL
podrian ejercer una funcion similar sobre bacterias, removiendo lipidos esenciales para
el normal desarrollo bacteriano lo cual podria terminar en la muerte celular. Uno de los
mecanismos de extraccion de lipidos en células de mamiferos se basa en la union de
ApoA-I a receptores celulares como ABCA1 y SR-BI, pero también se ha descrito la
transferencia de lipidos y colesterol por un mecanismo denominado de difusion acuosa
(Yancey y col., 2003), el cual no necesita de receptores para producirse. Ademas
recientemente Lopez (2006), demostrd la unidén de HDL a células BHK-21, las cuales no
presentan este tipo de receptores, apoyando esta hipétesis.

Los efectos antimicrobianos que posee HDL pueden ser explicados por diversos
factores, como los mencionados anteriormente. Junto con esto, la complejidad que
presentan estas particulas, tanto en su composicion lipidica como proteica, hace que
determinar un mecanismo antimicrobiano para esta proteina resulte altamente
complejo. Los datos obtenidos indican, que HDL es capaz de unirse y ejercer un efecto

sobre distintos tipos bacterianos. Sin embargo, existen diversos factores que podrian



81

explicar un efecto de ésta proteina. Por ejemplo, algunas proteinas que pueden ser
claves en la union de la particula sobre bacterias, son LBP-BPI y A-SAA, las cuales son
transportadas por HDL y presentan la capacidad de unir el LPS presente en las
bacterias Gram negativas (Fenton y Golenbock, 1998; Bingle y Craven, 2004; Wu y col.,
2004; Zweigner y col., 2006; Magnadottir, 2006). La presencia de transcritos que
codifican para estas proteinas en carpa, fueron reportados recientemente por Kono y
Sakai (2003). De ésta manera la union, y su posible efecto, puede ser en parte mediado
por proteinas transportadas por la particula de HDL. En el caso de bacterias Gram
positivas, existe evidencia que HDL humana es capaz de unirse a acido lipoteicoico, el
cual es un componente del peptidoglicano presente en este tipo de bacterias. Por lo
tanto existe evidencia que explica, al menos en otra especie, la union y efecto que es
capaz de ejercer esta proteina sobre bacterias Gram positivas (Levels y col., 2003).

El sistema inmune innato juega un rol central en el control de enfermedades
infecciosas en los peces, por lo cual la investigacion enfocada en este sistema se ha
tornado fundamental, particularmente porque el uso excesivo de antibiéticos ha
incrementado la aparicidbn de microorganismos multiresistentes a estas drogas (Ho y
col., 2000; Schmidt y col., 2000). Investigaciones como esta, contribuyen a comprender
la multifuncionalidad de una proteina abundante y fisiol6gicamente fundamental, como
la HDL y sus apolipoproteinas. Asi también, un mayor entendimiento del sistema
inmune de peces puede llevar a buscar nuevas maneras de ser potenciado y de esta
manera combatir ciertas enfermedades infecciosas.

Diversas investigaciones se han centrado en el estudio de los mecanismos de

accion y potenciacion de péptidos y proteinas antimicrobianas. Junto con esto, se ha
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producido un aumento de investigaciones enfocadas en la posible utilizacion de
péptidos antimicrobianos con fines biotecnolégicos (Cole y Ganz, 2000; Shai, 2002;
Bradshaw, 2003; Marshall y col., 2003; Gordon y col.,, 2005; Papo y Shai, 2005;
Jenssen y col., 2006; Nell y col., 2006; Mufioz y Marcos, 2006; Stallmann y col., 2006).
El estudio de estos componentes ha llevado al descubrimiento de un gran nimero de
derivados sintéticos, dejando abierta la posibilidad de encontrar muchos mas, a los
cuales se les puedan encontrar diversas aplicaciones (Gallo y col., 2002; Vizioli y
Salzet, 2002).

En el caso de HDL, y especificamente para ApoA-I, se han desarrollado péptidos
mimeéticos que fueron capaces de inhibir el proceso inflamatorio asociado a
endotoxemia por LPS, reducir el proceso aterogénico e inhibir la respuesta inflamatoria
inducida por virus influenza tipo A (Van Lenten y col., 2004; Navab y col., 2005; Gupta y
col., 2005). Asi también un péptido derivado del extremo C-terminal de ApoA-I de carpa,
presenta una fuerte actividad antimicrobiana (Concha y col., 2004), lo que lleva a
pensar que hallar futuras aplicaciones biotecnoldgicas, para estas proteinas o sus
fragmentos, y relacionadas fundamentalmente a la accion que ejercen en el sistema
inmune innato no deben desestimarse.

Finalmente de este trabajo de tesis, se pueden establecer las siguientes

conclusiones:

- Del andlisis bioinformético se pudo establecer que el extremo C-terminal de carpa

es el Unico que presenta carga neta positiva dentro de las especies estudiadas, y
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ademas posee las caracteristicas estructurales necesarias para producir un efecto

antimicrobiano (a-helicoidal, anfipatico y cationico).

HDL, y su componente principal ApoA-I, son capaces de unirse a la superficie de
diversos tipos bacterianos. Siendo la interaccion de HDL especifica, lo que quedo

demostrado por ensayos de competencia.

Los andlisis de permeabilizacion demostraron que si bien HDL y ApoA-1 son
capaces de interactuar con la membrana bacteriana, no son capaces de

permeabilizar bacterias bajo distintas condiciones de ensayo.

Por microscopia electronica de barrido se demostro que efectivamente HDL y
ApoA-I ejercen una accion antibacteriana, sin embargo no producen alteraciones
morfolégicas evidentes en la superficie bacteriana, lo cual sugiere que la
permeabilizacion de la membrana no seria el mecanismo de accion

antimicrobiano.

Los ensayos de Ligand blot muestran que HDL presentaria multiples sitios de

unién en la superficie bacteriana.

HDL es capaz de interactuar con LPS, lo cual sugiere que esta molécula constituye

un posible sitio de unidn a la superficie de bacterias Gram negativas.
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