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Introduccion. Los péptidos antimicrobianos (PA) son parte
importante de la inmunidad innata de los organismos
eucariotes. Con base en su mecanismo de accion
inespecifico, los PA representan una alternativa terapéutica
para el tratamiento de infecciones ocasionadas por patdgenos
resistentes a los antibi6ticos convencionales. Las tioninas de
las plantas se caracterizan por presentar actividad
antimicrobiana contra organismos fitopatdgenos. La tionina
Thi2.1 se expresa constitutivamente en Arabidopsis thaliana
y es inducible en el tallo cuando se desarrollan infecciones
secundarias. Hasta el momento, no se ha reportado el efecto
de Thi2.1 sobre microorganismos patégenos de mamiferos.
En un trabajo previo, reportamos que la expresion de un PA
de Capsicum chinense por endotelio bovino presenta efectos
antimicoticos y citotdxicos contra Candida albicans y la
linea tumoral humana HeLa (1), respectivamente.

El objetivo del presente trabajo fue expresar el ADNc de
Thi2.1 en las células endoteliales bovinas (CEB) BVE-E6E7
y evaluar el efecto del medio condicionado (MC) de las
células transfectadas sobre el crecimiento de distintas cepas
enteropatdégenas de humano de Escherichia coli y sobre
aislamientos de Staphylococcus aureus asociados con
mastitis bovina.

Metodologia. Las CEB se transfectaron establemente con el
ADNCc de Thi2.1 clonado en el vector de expresién pTracer
(Invitrogen), para producir este PA como una proteina de
fusién. Como control negativo se utilizé Thi2.1 clonado en
antisentido (CEB AS). La expresién de Thi2.1 se analizé
mediante RT-PCR y por inmunodot. Los MC se obtuvieron
creciendo las células durante 24 h en medio sin suero. Los
efectos antimicrobianos se evaluaron sobre las cepas
patdgenas (INRE) de E. coli: H10407, 25611, E11y O111,y
de S. aureus: ATCC 27543 y los aislamientos asociados a
mastitis bovina: 3-2, 3-3, 4-2, 4-3 y 5-1. La viabilidad
microbiana se determind en cultivos liquidos por reduccion
de sales de tetrazolio o por conteo de UFC en medio sélido.

Resultados y Discusion. Mediante RT-PCR se demostro
que las células BVE-E6GE7 transfectadas expresan el ARNm
de Thi2.1 (CEB Thi2.1). Se aislaron 9 clonas de las células
transfectadas, y se evalué el efecto de sus MC sobre la
viabilidad de las cepas bacterianas mediante reduccion del
MTT. De estas, se selecciond la que presentaba mayor
actividad antibacteriana, en cuyo MC vy lisado celular se

detectdé la produccion de una proteina de fusién por
inmunodot. En el Cuadro 1 se muestra el efecto de distintos
MC sobre el crecimiento de E. coli en medio solido. En
todas las cepas evaluadas se observo que el nimero de UFC
disminuy6 ~100% en presencia del MC de la clona de CEB
Thi2.1. Se observé un efecto inhibitorio del ~100% del MC
de CEB Thi2.1 sobre el crecimiento de distintos aislamientos
de S. aureus evaluado por MTT (Fig. 1). En este caso se
empled como control negativo el MC de CEB AS.
Cuadro 1. Efecto de diferentes MC sobre el crecimiento en medio
solido de distintas cepas de Escherichia coli

CEPA MEDIO CONDICIONADO UFC?(z Error Std)
E. coli E11 No transfectadas 402 +108.7
CEB Thi2.1 policlonal 37.5+335
CEB Thi2.1 clona 0+0°
CEB AS 94+9
E. coli 25611 No transfectadas 1743 + 427
CEB Thi2.1 policlonal 763 +139
CEB Thi2.1 clona 0£0°
CEB AS 690 + 110
E. coli H10407 No transfectadas 3743 £ 427
CEB Thi2.1 policlonal 5825 + 825
CEB Thi2.1 clona 33+12°
CEB AS 1354 + 216
E. coli 0111 No transfectadas 536 + 185
CEB Thi2.1 policlonal 1130 + 158
CEB Thi2.1 clona 0+0°

CEB AS 900 + 144

# Se muestra el promedio de triplicados de un experimento representativo con su respectivo error Std.
En todos los casos se utilizaron 2.5 pg de proteina total del MC.
® p<.001, con respecto al efecto del MC de las células sin transfectar.
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Figura 1. Viabilidad de los distintos aislamientos de S. aureus en
presencia de 2.5 1g de proteina de los MC. *p<0.01 con respecto
al control para el mismo aislamiento.

Conclusiones. EI MC de CEB que expresan el PA Thi2.1
presenta efectos antibacterianos en contra de E. coli y S.
aureus.
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