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carbapenémicos.

blaOXA-66 Gen que codifica la B-lactamasa OXA-66, variante de oxacilinasa relacionada
con resistencia a -lactamicos.

pmrB Gen que codifica la proteina reguladora PmrB del sistema de dos componentes
PmrA/PmrB
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Mex-A Componente peripldsmico del sistema de efluyjo MexAB-OprM en bacterias
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CusF3H+ como etiqueta de afinidad, con el objetivo de analizar su efecto sobre bacterias
patogenas resistentes a carbapenémicos asociadas a infecciones hospitalarias. La metodologia
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recolectados se analizaron estadisticamente mediante la prueba ¢ de Student.

Contribuciones y conclusiones

e Se logro la produccion recombinante del péptido hibrido CusF3H+ LL-37 Renalexin
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CAPITULO 1

1. Introduccion

1.1 Resistencia a antimicrobianos como problema de salud global

La resistencia bacteriana (RAM) representa uno de los mayores retos que el ser humano ha
tenido que enfrentar a lo largo de los afios, y afecta en mayor medida a la préctica clinica. Es
un problema que se vuelve mas comun dia con dia en centros de salud y hospitales, lo que lleva
a la complicacion e incluso al fracaso de los tratamientos debido al desarrollo de infecciones o
cuadros sépticos que ya no pueden ser tratados con antibioticos (Lirola-Andreu et al., 2022).
Incluso, Alexander Fleming advirtio sobre este fendémeno cuando recibi6 el Premio Nobel por
el descubrimiento de la penicilina; €l expreso en su discurso: “Existe el peligro de que un
hombre ignorante pueda facilmente aplicarse una dosis insuficiente de antibidtico y, al exponer
a los microbios a una dosis no letal del medicamento, los haga resistentes” (Villalobo Polo,
2018).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define la resistencia microbiana como el cambio
fisioldgico, intrinseco o adquirido, que surge en los microorganismos como un proceso
evolutivo, y es ese cambio lo que provoca el cese de la respuesta de dichos microorganismos a
medicamentos (como los antibidticos) que previamente ya mostraban un efecto terapéutico; lo
que finalmente hace mas dificil poder manejar un tratamiento mas eficaz que alcance la
recuperacion del paciente, y a su vez incrementa el riesgo de propagacion de infecciones,
mutaciones y de muerte, siendo esto una grave amenaza a la salud publica (Organizacion

Mundial de la Salud, 2021).



1.2 Origen y factores asociados al desarrollo de la resistencia bacteriana

Uno de los principales factores causantes de la aparicion de bacterias patogenas
farmacorresistentes es el uso indiscriminado de antibidticos que la poblacion humana
erroneamente ha manejado por muchos afos; aunque es importante mencionar que la
resistencia bacteriana es un fendmeno que incluso puede aparecer de forma natural con el paso
del tiempo, esto debido principalmente a las modificaciones genéticas que puede sufrir un
microorganismo, es decir, un cambio adquirido, o uno propio de la especie cuando es un cambio

intrinseco (Organizacion Mundial de la Salud, 2021).

1.3 Patogenos prioritarios y crisis terapéutica actual

Debido a que la resistencia bacteriana se ha convertido en un problema de suma importancia,
la OMS en el afio 2017 publico la primera lista de bacterias para las que son necesarios de
manera urgente nuevos antibidticos debido a la creciente aparicion de cepas resistentes
(Organizacion Mundial de la Salud, 2017), la cual fue actualizada en mayo del 2024, en la que
aparecen 15 familias de bacterias resistentes. Entre los patdogenos de prioridad critica
publicados en dicha lista se encuentran Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos
(CRAB), que ocupa el puesto numero 1, seguido de Enterobacterales resistentes a
cefalosporinas de tercera generacion y de Mycobacterium tuberculosis resistente a rifampicina,
y de Pseudomonas aeruginosa resistente a carbapenémicos (CRPA), clasificado como

prioridad alta (Organizacion Mundial de la Salud, 2021).

Modelos estadisticos han estimado que en el afio 2019 aproximadamente 4.95 millones de
muertes estuvieron relacionadas con la resistencia a los antimicrobianos, de las cuales 1.7

millones fueron directamente atribuibles a esta causa. Los estudios estimaron que la tasa de



mortalidad por resistencia a los antimicrobianos, considerando todas las edades, es mayor en
Africa subsahariana occidental, donde se registran 27.3 muertes por cada 100,000 habitantes,
mientras que la tasa mas baja se observa en Australasia, con 6.5 muertes por cada 100,000
habitantes.

Los seis principales patogenos asociados con la resistencia a farmacos (Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pneumoniae, Acinetobacter
baumannii y Pseudonomas aeruginosa) en 2019 fueron responsables de 92.900 muertes

atribuibles a la resistencia y de 3,57 millones de muertes asociadas (Murray ef al., 2022).

Factores como el uso excesivo de antibiodticos en el auge de produccion y venta de estos,
seleccion natural o mecanismos de resistencia desarrollados por los microorganismos y otros
factores ambientales y sociales se han presentado como iniciadores de esta problematica. La
desinformacion sobre el uso adecuado de estos farmacos, la automedicacion, asi como la mala
praxis de la prescripcion excesiva y la dispensacion de antibidticos sin receta, participan de
forma directa en el desarrollo de bacterias resistentes, aunque no necesariamente con una
relacion lineal, ya que cada factor participa activamente en la aparicion de bacterias resistentes.
Aunado a la problematica, utilizar antibidticos de amplio espectro puede también suprimir la
microbiota del cuerpo humano, favoreciendo la aparicion de la RAM, debido a que la
eliminacion de las bacterias que representan un beneficio al ser humano crea un ambiente
favorable para el desarrollo de bacterias resistentes ya que no estarian compitiendo por
nutrientes, y eso les proporciona la oportunidad de propagarse y desarrollarse (Ahmed et al.,

2024) (Endale et al., 2023).

Existen diversos factores ambientales que también participan de forma activa, principalmente

la falta de higiene y saneamiento, y actian como mediadores para la propagacion de cepas que



ya presentan genes de resistencia. La relevancia clinica de este proyecto tiene bases en la
creciente demanda de los hospitales como principales reservorios de cepas resistentes, esto por
la alta demanda de farmacos, especificamente de antibidticos para llevar a cabo sus actividades,
la cercania que existe entre pacientes y algunos otros fatores sociales como la liberacion
incorrecta de efluentes de estas instituciones, indirectamente crea la oportunidad perfecta para

la propagacion de mas cepas resistentes (Endale ez al., 2023).

La RAM aumenta la necesidad de utilizar fArmacos de segunda y tercera linea para tratar
enfermedades que un tiempo atras podian ser erradicadas con mas facilidad, esto representa el
uso de opciones menos estudiadas, con mayor costo de aplicacion y con mas riesgos de efectos
adversos, por ende, agotan de forma directa recursos hospitalarios debido a la necesidad de

recurrir a un tratamiento menos efectivo y al mismo tiempo mas largo (Ahmed et al., 2024).

Los primeros casos asociados a la RAM se suscitaron poco después del descubrimiento de la
penicilina en el siglo XX; en el afio 1942 se reportaron los primeros casos de S. aureus
resistente a la penicilina y, més tarde, en 1953, a la tetraciclina. En 1961 se report6 el primer
caso de resistencia a la meticilina (MRSA); posteriormente, en los afios 80, la humanidad vivio
la pandemia por tuberculosis y en los 90 se observoé resistencia en microorganismos como E.
coli y K. pneumoniae (Ahmed et al., 2024); todos estos eventos solo evidencian la creciente
demanda de nuevos tratamientos debido a la escasez de aquellos que ya erradicaban

enfermedades de forma efectiva.

Actualmente, el area clinica padece esta problematica de forma sostenida, frecuentemente se
aislan bacterias resistentes en instalaciones de atencidn terciaria, incluyendo también unidades
de cuidados intensivos. La neumonia causada por Gram negativos estd directamente asociada

con altas tasas de mortalidad y morbilidad, especialmente en pacientes ubicados en cuidados
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intensivos, y de igual manera se asocia con infecciones graves relacionadas con la
hospitalizacion, particularmente Gram negativos como Acinetobacter sp., P. aeruginosa o
Klebsiella sp. (Garvey, 2023). La colistina representa a uno de los antibidticos de ultimo
recurso para el tratamiento de infecciones causadas por bacterias Gram negativas
multirresistentes, particularmente aquellas resistentes a carbapenémicos, debido a que
interactia con los lipopolisacaridos de la membrana externa y altera su integridad celular. No
obstante, el incremento global de enterobacterias productoras de P-lactamasas de espectro
extendido (ESBL), asi como de cepas resistentes a carbapenémicos, ha favorecido un mayor
uso clinico de este antimicrobiano, lo que a su vez ha impulsado la emergencia de mecanismos
de resistencia a colistina. Esta situacion representa una amenaza terapéutica importante, ya que
limita atin més las opciones disponibles frente a patdgenos criticos (Abavisani et al., 2023;

Mondal et al., 2024).

1.4 Mecanismos de resistencia bacteriana (Pseudomonas aeruginosa 'y Acinetobacter
baumannii)

P. aeruginosa es una bacteria Gram negativa, aislada por primera vez en 1882, es conocida por
su importancia intrahospitalaria debido a su capacidad de causar infecciones nosocomiales. P.
aeruginosa es capaz de poseer bombas de eflujo, que le permiten adquirir la capacidad de
exportar antibidticos y asi presentar mayor posibilidad de sobrevivir bajo una eleccion
inadecuada de antibiotico, en otras palabras, las bombas de eflujo le permiten presentar
resistencia intrinseca. Esto lo hacen bombeando sustratos, incluyendo algunos antibidticos y
otro tipo de moléculas toxicas con la capacidad de atravesar la membrana bacteriana; al
expulsar a estos sustratos, disminuye la concentracion intracelular, lo que imposibilita que
puedan llegar a sus sitios de union. La baja permeabilidad de la membrana de P. aeruginosa

también contribuye al desarrollo de RAM, ya que las bacterias Gram negativas poseen una



membrana celular més grande, eso le impide al antibidtico penetrar la membrana para actuar
sobre el objetivo (Hu & Chua, 2025).

Por su parte, A. baumannii comparte caracteristicas con P. aeruginosa, también es Gram
negativo y representa uno de los patdgenos mayormente asociados a infecciones hospitalarias,
gracias a la capacidad que posee de sobrevivir a ambientes hostiles. Incluso la OMS lo clasifica
como una prioridad critica en la lista de patdogenos farmacorresistentes mas peligrosos para la
salud humana (Organizacion Mundial de la Salud, 2021). 4. baumannii ya se clasifica como
ampliamente resistente a antibidticos (XDR-AB), identificando la presencia de genes blaOXA-
23 y blaOXA-66, quienes representan un determinante en la resistencia a carbapenémicos (Shi
et al., 2025) Los genes pmrB y lasl participan también de forma activa en la aparicion de
resistencia; pmrB participa mediando modificaciones en la membrana celular que le conferira

la resistencia, mientras que /as/ participa en la formacion de biopeliculas (Hosseini ez al., 2025).

1.5 Péptidos antimicrobianos como alternativa terapéutica

En los Gltimos afios, los péptidos antimicrobianos (AMP, por sus siglas en inglés, Antimicrobial
Peptides) surgieron como una prometedora alternativa a los tratamientos convencionales con
antibidticos o terapias combinadas debido a la capacidad de evasion de mecanismos de
resistencia que poseen y a su baja probabilidad de desarrollar mecanismos de resistencia
bacteriana.

Los AMP son moléculas muy pequefias; contienen entre 12 y 100 aminoécidos y participan
mediando la respuesta primaria hacia diversos patdgenos, como bacterias, virus, parasitos o
infecciones flingicas. Basicamente, forman parte de la respuesta de defensa de algunos
organismos y especies, dafiando la membrana celular del patdégeno, alterando el metabolismo

o interrumpiendo las funciones del ADN y de las proteinas (Olascoaga Del Angel et al., 2018).



Los péptidos antimicrobianos se han convertido en prometedoras alternativas debido a sus
atractivas propiedades terapéuticas. Los AMP son muy diversos; a lo largo de los tltimos afios,
los estudios y publicaciones de estos han ido incrementandose, teniendo asi numerosas formas
de clasificacion, desde su organismo productor hasta su mecanismo de accion (Gonzalez Garcia

etal.,2017).

Desde el afio 1885, fluidos humanos eran conocidos por sus propiedades antimicrobianas, fue
hasta el afio 1981 cuando Hans Boman, microbidlogo danés, quien, ademas de desarrollar la
técnica de clasificacion bacteriana por el Gram, reportd que la hemolinfa de Hyalophora

cecropia (polilla de seda) contenia un péptido que hoy conocemos como cecropina (Kumar et

al., 2018)

1.6 Mecanismos de accion de los péptidos antimicrobianos

El mecanismo de accidn principal de un péptido se basa en su interaccion con la membrana
microbiana. Esta interaccion estd mediada por su carga positiva y la atraccion electrostatica
hacia las paredes celulares polianionicas, ya sean acidos teicoicos y lipoteicoicos en las
bacterias Gram positivas, o por los lipopolisacéridos en las bacterias Gram negativas; los AMP
provocan inestabilidad en la membrana y esto les permite atravesar la bicapa externa. Esta
interaccion produce un dafio estructural en la membrana y provoca inestabilidad y un aumento
de su permeabilidad; de esta manera, el AMP puede inducir la formacién de poros, el dafio
interno o incluso su translocacion al interior (Yang et al., 2024).

Como se mencion6 anteriormente, en la actualidad ya se han descrito diversos mecanismos de
accion, una vez que el péptido interactud con la membrana y alcanz6 un nivel critico, los AMP

se orientan de forma perpendicular con sus cadenas laterales hidrofobicas de frente al centro



hidrofébico de la membrana junto a sus cadenas polares, todo esto para crear un polo
hidrofilico, el cual genera una pérdida de equilibrio osmoético y de potencial de membrana
(Téllez, G., Castafio, J. 2010).

Un tercer mecanismo se basa en la union del AMP a la membrana hasta alcanzar una
concentracion limite que permite a los péptidos doblarse, formando una especie de canal
marcado por la parte superior de los grupos lipidicos asociados a los AMP, a diferencia del
mecanismo anterior, que forma un canal mixto; la magainina y la mellitina son péptidos de
ejemplo de este mecanismo (T¢llez, G., Castafio, J. 2010).

En el mecanismo “de alfombra”, los péptidos permanecen en la capa exterior y, al alcanzar un
punto critico, forman una especie de alfombra que puede debilitar la membrana y, ademas,
provocar un colapso en una configuracion de micelio, y eventualmente se produce la muerte
celular por la pérdida de citoplasma. Este tipo de mecanismos se ha encontrado en péptidos
como latarcin Ltc2a, derivado del veneno de la arafia Lachesana tarabaevi (Téllez, G., Castafio,
J.2010).

El ultimo mecanismo asemeja la accion de un detergente, el péptido se adhiere a la membrana
hasta alcanzar una concentracion suficiente y cambia de orientacion, esto facilita la formacion
de estructuras parecidas a micelios formando un complejo péptido-lipidico por el que se liberan
iones y causan muerte celular o pérdida de citoplasma, o bien, pueden desintegrarse lo que
resulta en una translocacion del péptido hacia el citoplasma en donde le permite afectar otros

blancos de manera interna (Téllez, G., Castano, J. 2010).
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Figura 1. Representacion del mecanismo de accion de péptidos antimicrobianos sobre bacterias Gram
positivas y Gram negativas. Las Gram negativas interactian con los lipopolisacaridos de la membrana, mientras
que las Gram positivas se unen principalmente a acidos teicoicos y lipoteicoicos. Una vez unidos a la membrana,
los AMP pueden inducir diferentes mecanismos de accidn, incluidos los modelos tipo “carpet”, tipo “barril” y
toroidal, lo que conduce a la desestabilizacion de la bicapa lipidica e inevitablemente a la muerte celular. Nota.

Adaptado de (Yang et al., 2024).

1.7 Limitaciones de los péptidos antimicrobianos

Uno de los mayores retos de los péptidos antimicrobianos es su biocompatibilidad. Tienen
mayor afinidad por células procariotas que por eucariotas; esto se debe a la presencia de una
membrana celular, ya sea por acidos teicoicos y lipoteicoicos en las bacterias Gram positivas
o por lipopolisacéridos en las bacterias Gram negativas. Los péptidos se han vendido como una
prometedora alternativa a tratamientos convencionales, sin embargo, es importante conocer
cudles pueden ser las limitaciones de estos. Otro obsticulo para el uso de un AMP es la
inmunogenicidad; esto quiere decir que algunos AMP pueden causar reacciones alérgicas,

debido a la desgranulacion de mastocitos y la liberacion de histamina, provocando, ademas de



inflamacién, algunos otros sintomas de alergias (Guryanova & Ovchinnikova, 2022). Un
ultimo aspecto que habria que considerar en el uso de péptidos es la toxicidad y citotoxicidad;
existen estudios que reportan que el uso de AMP en dosis altas inducen toxicidad en células
eucariotas, o incluso que lo que en ocasiones puede considerarse como ventaja, que es la
afinidad del péptido por la membrana celular procariota puede interferir con los fosfolipidos
neutros y el colesterol presente en membranas de células eucariotas lo que provocaria hemolisis

no deseada o citotoxicidad (Chen & Jiang, 2023).

1.8 Familias de péptidos antimicrobianos de interés

Los péptidos son clasificados por sus diferentes caracteristicas, por su origen, estructura o si
son ricos en aminodacidos. Entre las principales familias de péptidos pertenecientes al sistema
inmune innato se encuentran las catelicidinas y las defensinas. Hoy en dia, solo se ha
identificado una catelicidina de origen humano, LL-37. Dado que las catelicidinas pertenecen
al sistema inmune innato, estdn presentes en los neutréfilos. Esta familia de proteinas se
encuentra inactivada dentro de la célula y se activa solo cuando es necesario.

Como fue mencionado anteriormente, los humanos solo tienen una catelicidina, la hCAP-18,
descubierta en 1995; existen estudios que muestran que se almacena en granulos de neutréfilos,
y hablando estructuralmente se caracteriza por tener dos partes, un domino protector en el
extremo terminal N y uno antimicrobiano en el extremo C. El nombre “LL-37" se adoptd
después de que el estudio de Gudmundsson en 1996 reportara su secuencia de 37 aminoacidos
que comprendia su dominio antimicrobiano y el inicio de la secuencia con dos residuos de
leucina, que denominaron LL, més los 37 aminoécidos, y fue como asi se le denomino LL-37

(Gudmundsson et al., 1996). En el afio 2000 se report6d que células implicadas en la inmunidad
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innata (células B, T, Natural Killer) activan el gen que codifica LL-37, mientras que células
implicadas en la inmunidad adaptativa no lo inducen (células T aff) (Agerberth et al., 2000).
LL-37 posee carga en 16 de los 37 aminoacidos, eso le proporciona una carga neta positiva de
+6. Dicha caracteristica es la que le permite interactuar con las membranas celulares
bacterianas, las cuales estan cargadas negativamente (figura 2). Dos aspectos fundamentales
que dependen de las condiciones del entorno, el pH del medio, la fuerza i6nica, la presencia o
ausencia de detergentes, etc., son su conformacion secundaria y el grado de oligomerizacion;
cualquier factor mencionado anteriormente impacta de forma directa en su dominio
antimicrobiano. Estando en una solucion acuosa, LL-37 se encuentra como una molécula
monomérica con estructura definida escasa, sin embargo, cuando cambian dichas condiciones,
es decir, se aumentan las concentraciones de sales, detergentes o del péptido mismo, por
ejemplo, LL-37 sufre una transicion hacia su estructura a-helicoidal.

Aunado a esto, también presenta versatilidad estructural, lo que quiere decir, que en ambientes
similares a los de la membrana se puede reorganizar en dimeros helicoidales antiparalelos,
tetrameros y complejos oligoméricos de mayor tamafio. Cuando esto sucede, las regiones
hidrofébicas y agrupamientos de residuos aromaticos sirven como un punto de anclaje para
moléculas lipidicas, y asi facilitan la formacion de complejos péptido-lipido y ensambles
supramoleculares, los cuales pueden corresponder al estado funcional activo que est4 asociado

con la membrana (Voronko et al., 2025).
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Figura 2. Estructura tridimensional de LL-37, con una disposicién a-helicoidal anfipatica. Se indican los
extremos N-terminal y C-terminal, asi como las regiones de a-hélice N-terminal y C-terminal. La numeracion y
disposicion de los residuos aminoacidicos clave (Leu:, Leuz, Phes, Glys, Aspa, Phes, Args, Sers, Lysio, Lysiz, Gluia,
Ileis, Alais, Prois, Lysis, Valai, Asnso, Vals2, Pross, Thrss, Sers7) ilustra la organizacion lineal de la cadena
polipeptidica, incluyendo residuos de la cola C-terminal. Esta disposicion refleja la estructura secundaria de tipo
helicoidal caracteristica del péptido antimicrobiano LL-37 en su forma activa, la cual es relevante para su funcion

en la inmunidad innata y su interaccion con membranas bioldgicas. Nota. Adaptado de (Voronko et al., 2025).

La segunda familia de péptidos son las defensinas, especificamente las B-defensinas; esta
familia se obtiene a partir de la secuencia de defensinas humanas, con modificaciones sintéticas
con la finalidad de mejorar su actividad antimicrobiana. Renalexin, un péptido perteneciente a
la familia de las defensinas fue aislado de la piel de la rana toro (Rana catesbeiana) y contiene
20 aminodcidos, dos de ellos con residuos ricos en cisteina en las posiciones 14 y 20, unidos
por un puente disulfuro. De acuerdo con los estudios reportados, las defensinas se pueden
dividir en dos clases, péptidos lineales (maiganinas y cecropinas) y péptidos ciclicos con uno
a tres enlaces disulfuro (defensinas de mamiferos). La mayoria posee la capacidad de ser
altamente basica y de formar estructuras anfipaticas. Se han reportado similitudes estructurales
de renalexin con otros péptidos como la polimixina A, especificamente en un macrociclo
heptapeptidico, en el caso de renalexin debido a su enlace disulfuro, y para la polimixina A por

un enlace amida (Vignal et al., 1998)
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1.9 Produccion de péptidos recombinantes en Escherichia coli

Podria obviarse la clara necesidad de mecanismos que sean capaces de producir proteinas
recombinantes y, de esta forma, emplear sus llamativos usos. Los organismos vivos son una
excelente opcion como sistema de expresion. Hoy en dia, el nimero de opciones ha aumentado;
sin embargo, E. coli sigue siendo la primera opcion gracias a su uso relativamente sencillo y
de bajo costo. Pero, aunque E. coli tiene multiples ventajas, como su facil crecimiento o la
facilidad de modificar genes, no significa que esté exento de limitaciones.

Diversos estudios han evaluado la capacidad de este microorganismo para expresar genes
heterologos mediante el uso de vectores de expresion, los cuales contienen promotores
regulables que controlan la transcripcion del gen de interés y facilitan su clonacion para la
produccion recombinante en la célula hospedera (Pouresmaeil & Azizi-Dargahlou, 2023).
Uno de los mecanismos mas utilizados para llevar a cabo la expresion de proteinas es la
transformacion genética y vectores de expresion; a menudo se utilizan pldsmidos como
vectores que se insertan en las células de E. coli por medio de la transformacion. Existen
diversos métodos de transformacion, desde métodos mas sencillos y econdmicos, como un
choque térmico, hasta métodos mas sofisticados que requieren de equipo especial, como la
electroporacion. El fundamento de cualquier método es el mismo: lograr que el plasmido, que
contiene el gen de interés, logre entrar al interior de las células bacterianas a través de una
alteracion en las mismas. Los plasmidos poseen caracteristicas que los hacen ttiles en el
proceso, poseen un origen de replicacion, esto quiere decir que esta parte de la secuencia
nucleotidica es capaz de replicarse de forma independiente al DNA de la célula huésped, de
igual manera contienen un marcador, por lo general se trata de un gen de resistencia a
antibioticos, el cual es util para seleccionar colonias especificas que, si hayan absorbido al

plasmido y por supuesto, el gen de interés. Aunado a estas caracteristicas, los plasmidos
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también contienen un promotor y un sitio de unién al ribosoma, que auxilia en el inicio de la
traduccion (Mohite et al., 2026).

Siguiendo con lo anterior, seleccionar un promotor adecuado para iniciar la transcripcion es
uno de los pasos mas importantes; cada uno puede tener usos y beneficios especificos, y esa
decision se tomard cuidadosamente, ya que puede activarse bajo condiciones especificas, lo
que permite que el gen de interés se exprese de manera controlada. Uno de los promotores mas
utilizados en la investigacion es el promotor Lac, y se activa mediante la adicion de isopropil
B-p-1-tiogalactopiranoésido (IPTG). Utilizar este promotor permitiria evitar una sobreexpresion
génica, sin embargo, es normal encontrar ciertas limitaciones, como es el caso con IPTG, ya
que cuando es necesaria una produccion grande de proteinas puede ejercer presion metabolica
sobre las células y finalmente reducir la produccion y eficiencia del método (Mohite et al.,
2026).

Como fue mencionado anteriormente, es comun que el gen de interés pueda ser modificado o
se le puedan anadir elementos adicionales, como lo son las etiquetas de afinidad, utiles para
resolver limitaciones con los sistemas de expresion de proteinas recombinantes;
especificamente, en E. coli existen estudios sobre la facilidad que tiene para formar cuerpos de
inclusion. Por esta razon se utilizan etiquetas de afinidad, ya que pueden aumentar la
solubilidad y la capacidad de plegamiento de la proteina de interés. Las etiquetas de fusion

funcionan al unirse al extremo C- o al extremo N-terminal.

1.10 Estrategias para mejorar la expresion y purificacion de proteinas

Las etiquetas de afinidad resultan especialmente utiles en pasos posteriores a la produccion,
como lo es la purificacion; dependiendo de las caracteristicas de estas, podran tener la

capacidad de unirse a un ligando especifico. En una purificacion con cromatografia de afinidad,
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resultara util si la etiqueta posee afinidad por el material de la columna; de esta forma, el
constructo completo se unira de forma mas eficiente y se podria obtener un mayor grado de
pureza proteica.

Hoy en dia se ha disefiado e implementado el uso de diversas etiquetas, incluyendo la proteina
de union a maltosa (MBP), tiorredoxina (Trx), o la His-tag, caracterizada por tener 6 residuos
de histidina insertados en el extremo N o C de la proteina; esta etiqueta se une de forma

especifica a iones metalicos utilizados en las resinas de columnas cromatograficas.

CusF es una proteina de fusion utilizada en la produccion de proteinas recombinantes utilizando
sistemas de expresion como E. coli, Tiene un peso pequeiio, de 10 kDa, y forma parte del
complejo de expulsion CusCBFA de E. coli. CusF3H+ es una variante de CusF en la que se
agregaron 3 residuos de histidina en el extremo N-terminal, que le confieren mayor afinidad

por iones Ni(Il) (Vargas-Cortez et al., 2017).
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CAPITULO 2

2. Antecedentes

El uso de E. coli como sistema de expresion ha sido ampliamente utilizado en estudios de
produccion de proteinas recombinantes, como enzimas, anticuerpos u hormonas, gracias a las
evidentes ventajas que presenta, desde su tiempo relativamente bajo de crecimiento hasta su
costo bajo de produccion. Hartwell et al reportaron rendimientos mayores de GFP en E. coli
de 420 + 35 mg/L bajo condiciones 6ptimas de 25°C y utilizando una concentracion de 0.5 mM
de IPTG, comprandolo con P. pastoris, cuyo rendimiento reportado fue de 180 + 22 mg/L
(Hartwell et al., 2024). Agrawal et al en 2024 investigo la expresion de la proteina SpCas9-
His, utilizada en el sistema CRISPR-Cas9 para edicion gendmica en diversas cepas de E. coli
(Rosetta2, BL21(DE3), BL21(DE3)-pLysS y BL21(DE3)-Star) y reportaron una produccion
de entre 35 y 40 mg de proteina pura y activa (Agrawal et al., 2024). Trabajos de Traveé-Asensio
et al reportan también rendimientos mayores de produccion de péptidos de defensa del huésped
(HDP) en E. coli que en comparacion con L. lactis y L. plantarum, obteniendo para LL-37 GFP
un rendimiento de 17.54 mg/L en E. coli, mientras que en L. lactis se obtuvo uno de 3.74 mg/L,
lo que senala una evidente ventaja de produccion y purificacion (Travé-Asensio et al., 2025)

Finalmente, esto sigue presentando a E. coli como una opcidén Optima y estable como sistema

de expresion.

Integrar etiquetas en el casete de expresion permite mitigar algunas limitaciones de los sistemas
de expresion de proteinas recombinantes. Gibisch ef al. establecieron un sistema de expresion
optimo especifico para péptidos ligados a disulfuros en E. coli, expresando hormona

paratiroidea 1-84 (PTH), somatostatina 1-28 (SST), plectasina (PLEC) e inhibidor de tripsina
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pancreatica bovina (BPTI/aprotinina); cada péptido fue expresado con y sin la etiqueta
CASPON en el carbono N-terminal, con el objetivo de evidenciar la necesidad de una etiqueta
para una expresion Optima. Los autores reportaron rendimientos de 1.2 g/L, 3.2 g/L, 0.64 g/L,
0.66 g/L de los constructos CASPON-PTH, CASPON-SST, CASPON-PLEC y CASPON-
BPTI, respectivamente utilizando la cepa BL21(DE3) de E. coli; aunque no reportan de forma
cuantitativa la concentracion de proteina sin etiqueta, si reportan de forma cualitativa mediante
un gel de electroforesis SDS-PAGE que la expresion sin etiqueta fue débil e indetectable,
mientras que el constructo con la etiqueta fue claramente visible y mucho mayor (Gibisch et

al., 2024).

Vargas-Cortez et al., en su trabajo “Production of recombinant proteins in Escherichia coli
tagged with the fusion protein CusF3H+", presentan la variante CusF3H+, a la que agregaron
3 residuos de histidina en el extremo N. Estos residuos le confieren la capacidad de unirse a
iones metalicos, especificamente a iones Ni(II), que por lo general estan presentes en las resinas
de columnas tipo IMAC. Reportan que la adicion de CusF3H+ no alter6 la expresion de la
proteina verde fluorescente, pero si mejord considerablemente su purificacion por medio de
cromatografia de afinidad a iones metalicos, tal como fue previsto; también reportan una
mejora en la solubilidad de la proteina debido a la poca formacion de cuerpos de inclusion de
E. coli. Realizan una comparacion del nivel de purificacion del constructo con CusF y del
constructo con la variante CusF3H+, reportando un porcentaje de pureza posterior a la elucion
de 28% y 74%, respectivamente, obteniendo una concentracion de 16.3 mg/L, en comparacion
con estudios previos en los que se utilizo la proteina de tipo salvaje, obteniendo inicamente 8
mg/L, o incluso utilizando la etiqueta His-tag, donde se obtuvo solo 3.5 mg/L. La nueva

variante presenta ventajas claras sobre la purificacion de proteinas recombinantes, cuyo paso
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es una limitante en la aplicacion de péptidos antimicrobianos (baja pureza y poca solubilidad)

(Vargas-Cortez et al., 2017)

En el afio 2025, Huertas et al, disefiaron un péptido basado en la secuencia 115 — 129 de la
miotoxina II de la serpiente Bothrops asper; el veneno representa moléculas bioactivas de gran
atencion. La miotoxina es una proteina citotoxica proveniente de la fosfolipasa A2 (PLA2);
anteriormente se ha reportado que el veneno de la serpiente Bothrops asper presentaba
actividad antimicrobiana, la region que potencia ese efecto antimicrobiano es un tramo de
aminodcidos cerca del extremo C terminal, ya que contiene una alta concentracion de
aminoacidos cationicos, los cuales le permiten interactuar con la membrana celular bacteriana,
los autores disefiaron el péptido debido a la toxicidad que presenta de forma natural. Los
resultados de los ensayos antimicrobianos mostraron lo siguiente, frente a las cepas sensibles
de E. coli y P. aeruginosa obtuvieron una MICso a concentraciones de 0.27 mg/mL y 2.93
mg/mL; sin embargo, no se reportéo actividad contra cepas resistentes (K. pneumoniae NDM-
1 positiva y un aislado ESBL E. coli), aunque los autores lo atribuyen a las variaciones
presentes en la membrana celular, especificamente en las estructuras de lipopolisacaridos

(Huertas et al., 2025).

Gracias al uso generalizado de antibioticos, infecciones por P. aeruginosa multirresistente
(MDR-PA) han presentado un auge en los ultimos afos, y representa una de las infecciones
mas frecuentes en espacios hospitalarios, siendo el responsable de aproximadamente entre el
7.1y el 7.3% de las infecciones asociadas a la atencion a la salud, y alcanzando hasta en 16.2%
en unidad de cuidados intensivos (Reynolds & Kollef, 2021), e incluso en infecciones como

neumonia asociada ventilacion oscila entre un 32% a un 58.8% (Reynolds & Kollef, 2021).
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Los carbapenémicos son antibidticos considerados como de ultima linea; por lo que
especificamente las cepas de P. aeruginosa resistentes a carbapenémicos adquieren especial
atencion, ya que directamente limitan las opciones reales de tratamiento. Ya se ha reportado
que esta cepa presenta una resistencia superior al 30% (Reynolds & Kollef, 2021).
Aislamientos de diferentes hospitales han mostrado alta resistencia a antibioticos, destacando
a imipenem, meropenem, ticarcilina/acido clavulénico y aztreonam, obteniendo frecuencias de
hasta 90% (Wei et al., 2024), de las cepas aisladas, el 40.74% portaban genes de
carbapenemasas, y reportaron la expresion de MexA de 2.47+2.30 en los grupos resistentes,
quien actiia como un adaptador que se ensambla con MexB y OprM y forman una estructura
que atraviesa la membrana celular (Wei ef al., 2024).

Estudios sobre la actividad antimicrobiana ejercida sobre cepas de P. aeruginosa han mostrado
lanecesidad de probar nuevas alternativas, el péptido rACD expresado en Komagataella phaffii
revelo una reduccidn dependiente de la concentracion, ya que a una concentracion de 150 pg/m
L de rACD redujo unicamente un 58% a una cepa sensible de P.aeruginosa, y posteriormente
se necesitd de un rango de concentracion de 143.04 pg/mL y 320.64 pg/mL para inhibir al 50%
y al 90% respectivamente (Akbari et al., 2025). Péptidos derivados de LL-37, como LL-
37 GFP o el BD3BDILAPBac5 expresados en E. coli, también han mostrado actividad
antimicrobiana mejorada en comparacion con otros sistemas de expresion como L. lactis

(Travé-Asensio et al., 2025).

Para A. baumannii no es muy diferente, Hosseini ef al. reportan la evaluacion de un péptido
nuevo sintetizado de 20 aminoécidos in vitro contra cepas de A. baumannii; este
microorganismo tiene la capacidad de sobrevivir bajo presion farmacoldgica y de poder
adaptarse a ese ambiente hostil. Los autores reportan una concentracion minima inhibitoria

(MIC) de 64 ng/mL, reportando una actividad antimicrobiana sustancial (Hosseini ef al., 2025)
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P. aeruginosa presenta resistencia de forma natural a antibioticos de uso comun en la practica
clinica, tales como penicilinas, rifampicina, cefalosporinas de primera y segunda generacion,
cloranfenicol o clotrimazol (Casal et al., 2012). Inicialmente, la primera alternativa a este
problema fue tratar a los pacientes mediante terapias combinadas, es decir, con dos tratamientos
simultdneos. Por ejemplo, tratamientos como piperacilina/tazobactam + tobramicina para P.
aeruginosa (Ruiz-Aragon et al., 2019), o colistina/tigeciclina para otro tipo de bacterias
resistentes (Peck et al, 2012). Sin embargo, este tipo de terapias simultaneas presenta los
mismos efectos que el tratamiento con un solo antibiotico, lo que finalmente nos hace regresar
al problema inicial, convirtiendo a las cepas en multirresistentes, convirtiendo estos

tratamientos en una solucion temporal.

Los péptidos antimicrobianos (AMP) han cobrado gran interés en los tltimos afios debido a su
potencial para enfrentar la crisis global derivada de la resistencia microbiana. Como
consecuencia, se han desarrollado numerosos estudios orientados a identificar nuevos AMP y
optimizar su actividad antimicrobiana mediante distintas estrategias biotecnoldgicas.

Un ejemplo de ello es el péptido antimicrobiano Binlb, expresado en E. coli mediante el uso
de las proteinas de fusion SmbP y CusFH+. Binlb es una p-defensina compuesta por
aproximadamente 45 aminodacidos, originalmente aislada del epididimo de raton, donde
participa como primera linea de defensa frente a infecciones bacterianas. Estas caracteristicas
han despertado interés por sus propiedades antimicrobianas y su posible aplicacion terapéutica.
En dicho estudio, el objetivo principal fue evaluar una metodologia alternativa de expresion
recombinante utilizando SmbP y CusFH+ como etiquetas de fusion, con la finalidad de obtener
una molécula biologicamente activa. Asimismo, los autores destacaron que esta estrategia
permitio reducir costos, disminuir el tiempo de procesamiento y facilitar la purificacion del

péptido obtenido (Montfort-Gardeazabal et al., 2021).
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Con el paso del tiempo, la busqueda de nuevas formas de produccion de péptidos
antimicrobianos ha aumentado, con la intencidon de disminuir cualquier tipo de limitacion que
pueda presentarse en la produccion de nuevos AMP. Una de las estrategias utilizadas para
mejorar su produccion es la dimerizacion de péptidos, ya que promete aumentar su eficacia. La
dimerizacion de péptidos busca aumentar su estabilidad frente a proteasas, lo que en algunas
ocasiones puede representar un problema, un ejemplo es el péptido A3-APO. Generalmente,
los péptidos dimerizados se sintetizan mediante enlaces disulfuro, colocando residuos de
cisteina en alguna posicion del péptido, y mediante enlaces de amida, colocando residuos de
lisina o de glutamato, pero ahora en la posicion C- o N-terminal, respectivamente. Sin embargo,
una limitacion presente en esta forma de produccion para AMP, es que la dimerizacion da como
resultado una disminucion de la actividad antimicrobiana, totalmente contrario a lo que se
busca, como ejemplo de este fendmeno encontramos al péptido Ctx-Ha, que contra bacterias
Gram positivas, disminuye su actividad antimicrobiana, reportando para S. aureus una
concentracion de 1.7 uM, 8.9 uM, 3.2 uM y 12.9 pM para el péptido como mondémero, el
dimero DSE, el dimero DEP y el dimero DEA, respectivamente; para E. coli reportaron 3.4
uM, 3.3 uM, 1.6 uM y 6.5 uM para el monémero, DSE, DEP y DEA respectivamente y
finalmente 54.6 uM, 53.3 uM, 51.7 uM y 100 uM. Aunque no se observé una mejora en la
actividad bacteriostatica, si se observo que los dimeros mostraron mayor tendencia a tomar una
estructura a-helicoidal en la mimetacion de membranas, lo que sugiere una estabilizacion de la
estructura secundaria activa de Ctx-Ha fendmeno (Lorenzoén et al., 2012, 2019) y aunque no se
reportan ensayos de estabilidad proteolitica, si existen diversos estudios sobre este fendmeno;
tal es el caso de Sandin et al, quienes reportaron que el péptido RN3(1-45) (derivado del
dominio N-terminal de RNase 3) tenia vida media de 12 minutos en suero, mientras que el
anadlogo modificado alcanzo una vida media mayor a 6 horas de estabilidad; y en cuanto a su

actividad antimicrobiana no mostrd mejoria pero tampoco disminuyo, lo que quiere decir que
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modificaciones estructurales que dificulten el acceso de proteasas pueden aumentar la

estabilidad (Sandin ef al., 2021).

LL-37 es uno de los péptidos antimicrobianos mas atractivos gracias a su multifuncionalidad,
es un AMP cationico con una estructura a-helicoidal y es producido naturalmente en células
humanas. En un estudio realizado en 2019, se evaluo6 el perfil antimicrobiano del péptido LL-
37, mostrando resultados relevantes, demostrando que es capaz de eliminar a una amplia gama
de bacterias patdgenas, entre las cuales destacan A. baumannii, S. aureus, P. aeruginosa,
Enterococcus spp y E. coli, sin embargo, en el mismo estudio destacan que la diferencia entre
la actividad antimicrobiana del péptido no es lo suficientemente significativa entre la cepa de
A. baumannii resistente y la cepa sensible a antimicrobianos. (Neshani ef al., 2019). Esta es
una de las razones por las que se ha buscado desarrollar péptidos antimicrobianos hibridos,
capaces de proporcionar una actividad antimicrobiana atin mayor que la de un AMP por si solo.
Un péptido antimicrobiano hibrido no es mas que la uniéon de dos AMP ya conocidos. Esta
union busca incrementar su actividad antimicrobiana, mejorar la selectividad e incluso reducir
la citotoxicidad (Wade et al., 2019). En 2017 se desarrollaron 3 nuevos péptidos hibridos
mediante la uniéon de FV7 a los AMP LL-37 (LL), cecropin A (CE) y magainina I (MA) en el
extremo N-. Los tres péptidos resultantes, FV-LL, FV-CE y FV-MA, mostraron actividad
antimicrobiana superior en un panel de bacterias, tanto Gram positivas como Gram negativas,
en comparacion con la de los péptidos iniciales. Se utilizaron E. coli y S. aureus para la
evaluacion, los tres péptidos hibridos alteraron las membranas de dichas bacterias y se
demostr6 a través de microscopia electronica. Entre otros resultados, FV-LL mostré una CMI
mas baja que la del resto, asi como la tasa de hemdlisis més baja, y fue el permeabilizador mas

potente (Gan et al., 2021).

22



El novedoso enfoque de unir dos péptidos y potenciar su actividad antimicrobiana ha cobrado
atencion en los ultimos afios. En 2022, Ajish ef al. publicaron el disefio de un nuevo hibrido
compuesto por LfcinB, un péptido cationico de 25 residuos producido por la digestion con
pepsina de la lactoferrina bovina, y el analogo KR-12-a4. Los resultados de los ensayos
antimicrobianos del hibrido mostraron resultados mejorados (4-8 uM) en comparacion a los

péptidos individuales (1 hasta > 64 uM) (Ajish et al., 2022).

En el afio 2024, Narh et al. publicaron el articulo sobre el disefio de un nuevo péptido

antimicrobiano hibrido llamado LL-37 Renalexin.

Nde1 CusF3H+
' >
IC MHHHHHHETMSEAQPQVISATGVVKGIDLESKKITIHHDPIAAVNWPEMTMRFTITPQT
. Kpn1 Enterokinase LL-37 R
b A bbb
KMSEIKTGDKVAFNFVQQGNLSLLQDIKVSQ GT DDDDK LLGDFFRKSKEK
Linker Renalexin
> " >
IGKEFKRIVQRIKDFLRN LVPRTES GS FLGGLIKIVPAMICAVTKKC
Stop Xho1
— —>
End EL
Nde1 SmbP
—>
IC MSGHTAHVDEAVKHAEEAVAHGKEGHTDQLLEHAKESLTHAKAASEAGGNTHVGHGIK
Kpp1 Enterokinase LL-37

> > >

HLEDAIKHGEEGHVGVATKHAQEAIEHLRASEHKSH GT DDDDK LLGDFFRKSKEK
» Linker Renalexin

IGKEFKRIVQRIKDFLRN LVPRTES GS FLGGLIKIVPAMICAVTKKC
Stop Xho1
—_—
End EL

Figura 3. Secuencia de aminoacidos del casete de expresiéon que codifica los péptidos de fusion
recombinantes. A. Construccion que emplea la proteina de fusion CusF3H* como etiqueta N-terminal. Se indican
los sitios de restriccion Ndel, Kpnl'y Xhol, el sitio de reconocimiento para la enteroquinasa (DDDDK) y la
secuencia del péptido LL-37 (LLGDFFRKSKEK) seguido de un conector (/inker) y renalexin
(FLGGLIKIVPAMICAVTKKC). B. Construccion que utiliza la proteina SmbP como etiqueta de fusion N-
terminal. Se mantienen los mismos sitios de restriccion, el sitio de enteroquinasa, el conector y las secuencias de

LL-37 y renalexin. Nota. Adaptado de (Narh et al., 2024).
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Figura 4. Disefio del péptido antimicrobiano hibrido LL-37 Renalexin. A Representacion del mapa genético
del casete de expresion para la expresion de LL-37 Renalexin en E. coli. B Estructura secundaria molecular de
Riben en 3D predicha para el péptido hibrido LL-37 Renalexin que muestra los componentes que incluyen LL-

37, el enlace peptidico GS flexible y Renalexin. Nota. Adaptado de (Narh et al., 2024).

Utilizaron un linker de glicina-serina (GS) y expresaron las proteinas de fusion SmbP y
CusFH+. Se evaluo la expresion de ambas proteinas de fusién recombinantes, SmbP_LL-
37 Renalexin y CusFH+ LL-37 Renalexin, en dos cepas de E. coli: E. coli BL21(DE3) y E.
coli SHuffle T7. Ademas, se determind la concentracion minima inhibitoria con el objetivo de
medir su actividad antimicrobiana, se evalud contra aislados clinicos de S. aureus, S. aureus
resistente a meticilina (MRSA), K. pneumoniae y E. coli. Se obtuvo una CMI de 10-27 puM,
valores mas bajos que las CMI reportadas de los péptidos unicos LL-37 y Renalexin (50-100
uM), lo que nos indica que el AMP hibrido requiere una menor cantidad para inhibir a dichas
bacterias patdgenas. Finalmente, se clasifica como un péptido antimicrobiano que no tiene
efectos toxicos sobre células humanas normales, gracias a los hallazgos de un bioensayo
antibacteriano realizado. Expresan el péptido hibrido con éxito, cuidando de mantener intacta
su bioactividad y demostrando el aumento y la potencializacion de su actividad antimicrobiana

mediante la union (Narh et al., 2024).
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CAPITULO 3

3. Hipdtesis y objetivos
3.1 Hipaotesis
El péptido hibrido LL-37 Renalexin posee actividad antimicrobiana contra las bacterias
patogenas, Pseudomonas aeruginosa resistente a carbapenémicos (CRPA) y Acinetobacter

baumannii resistente a carbapenémicos (CRAB) a una concentracion minima inhibitoria

alrededor de 25 uM.

3.2 Objetivo general:
Cuantificar la actividad antimicrobiana del péptido hibrido LL-37 Renalexin mediante la
determinacion de la concentracion minima inhibitoria requerida para inhibir las bacterias

resistentes Pseudomonas aeruginosa resistente a carbapenémicos (CRPA) y Acinetobacter

baumannii resistente a carbapenémicos (CRAB).

3.3 Objetivos especificos:

1. Expresar, purificar y caracterizar el péptido hibrido LL-37 Renalexin en E. coli

SHuffle T7(DE3)

2. Cuantificar la actividad antimicrobiana de LL-37 Renalexin mediante el método de

dilucion en microplaca contra CRPA y CRAB.

3. Cuantificar la actividad antimicrobiana de LL-37 Renalexin por el método de recuento

en placa contra CRPA y CRAB.
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CAPITULO 4

4. Metodologia

4.1 Transformacion de Escherichia coli SHuffle T7(DE3) con la construccion pET30a-
CusF3H+ LL37 Renalexin.

Se mezclaron 30 pL de células de E. coli SHuffle calcio competentes y se mezclaron con 10
ng de la construccion pET30a CusF3H+ LL37 Renalexin en un microtubo de 1.5 mL. Se dejo
incubando en hielo por 30 minutos y después se realizo un choque térmico a 42°C por 1 minuto,
al terminar se coloc6 la reaccion en hielo por 2 minutos. Posteriormente se agregaron 800 puL.

de caldo Luria Bertani (LB) y se mezcld suavemente. Se dej6 incubando 1 hora a 37°C/150

rpm.

Luego del tiempo de incubacion el microtubo fue centrifugado a 13,000 rpm por 10 minutos y
después se decantd el sobrenadante, dejando un aproximado de 50 pLL de caldo LB. Las células
del microtubo fueron resuspendidas y se transfirieron a placas de agar LB con kanamicina a
una concentracion final de 30 pg/mL y se esparcid por extension con varilla. Por tltimo, las

placas se dejaron incubando por 16 h a 37°C.
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Figura 5. Vector pET-30a+ utilizado para la transformacion. Se indican las regiones del multiple sitio de
clonamiento (MCS I y MCS 1), las secuencias de la cola de histidinas (6xHis) en ambos extremos del MCS, y el
sitio de reconocimiento para la enteroquinasa. El mapa también incluye el origen de replicacion, el gen de

resistencia a kanamicina y la region del terminador T7. Obtenido de Snapgene.

4.2 Expresion a pequeiia escala del péptido.

Las células transformadas se inocularon en 4 mL de caldo LB con kanamicina (30 pg/mL) y se
dejaron incubando a 37°C a 150 rpm por 16 h. Pasado el tiempo de incubacion se tomaron 200
uL del cultivo y se inocularon en 4 mL de caldo LB con kanamicina (30 pg/mL). Los cultivos
se llevaron a incubacion 37°C a 150rpm por 3-4 h, hasta que alcanzo una densidad opticasoo

nm alrededor de 0.4 y 0.6.

Una vez alcanzada la DOgoo nm, se detuvo la incubacion y se agregd IPTG a una concentracion
final de 1 mM para inducir la expresion del péptido. Después de la induccidn se regresaron a

incubacion a 25°C/150 rpm por 16 horas.
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4.3 Lisis celular.

La biomasa se recolectdé mediante centrifugacion a 13,000 rpm por 4 minutos y se descarto el
sobrenadante. Se llevo a cabo una lisis alcalina utilizando sample buffer 6x (2.4 mL Tris-HCI
IM pH 6.08, 4 mL glicerol 100%, 0.8 g SDS, 4 mg azul de bromofenol, 0.5 mL pB-
mercaptoetanol, 3.1 mL agua destilada). El pellet fue resuspendido en 100 pL de agua estéril y
20 pL de buffer a una concentracion final de 1x. Finalmente se llevo a incubar en bafio de agua

a 80°C por 10 minutos para desnaturalizar la estructura secundaria de la proteina.

4.4 Analisis por SDS-PAGE de expresion a pequeiia escala.

Se llevo a cabo un analisis en una electroforesis en gel de poliacrilamida a una resolucion del
15% (1.775 mL agua destilada, 1.875 mL de acrilamida 40%, 1.250 mL de resolving buffer pH
8.8, 50 uL de SDS 10%, 2.5 uL. de TEMED, 25 pL de persulfato de amononio 10%) y un gel
de apilamiento de 4% (3.8 mL agua destilada, 0.5 mL de acrilamida 40%, 1.250 mL de
resolving buffer pH 8.8, 50 pL de SDS 10%, 2.5 pL de TEMED, 25 pL de persulfato de
amononio 10%). Como soluciéon amortiguadora se utilizé buffer de electrodos (3 g Tris base,
14 g de glicina, 10 mL SDS 10%, pH 8.3). El gel de resolucion se virtio entre dos placas de
vidrio y se agregaron 200 pL de butanol para evitar la formacion de burbujas y se dejo
solidificar 30 minutos. Después del tiempo de solidificacion se retir6 el butanol y se enjuago 3
veces con agua destilada para después verter el gel de apilamiento al 4% dejandolo solidificar
25 minutos.

Se cargo un total de 3 uL de muestra en cada pocillo y 3 pL de proteina estandar de 120 kDa

(PAGE-MASTER estandar de proteina plus) como marcador de peso molecular para
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caracterizar al péptido segin su tamafio. La corrida se inicid con 80 voltios por 10 minutos y
después a 110 voltios por 1.3 horas.

Terminada la electroforesis el gel se tifid con 100 mL de solucién tefiidora (1 g de azul de
comassie brillante R-250, 400 mL de metanol 40%, 100 mL de 4cido acético glacial 10%, 1 L
de agua destilada) en una plancha de agitacion a 60 rpm por 15 minutos. Después de la tincion
el gel se destifio en 100 mL de solucion destefiidora (150 mL de metanol 30%, 50 mL de acido
acético glacial, 300 mL de agua destilada) toda la noche y posteriormente se observaron las

bandas correspondientes.

4.5 Expresion a gran escala de proteinas a 1 L. de medio de cultivo.

Para la expresion del constructo CusF3H+ LL37 Renalexin se inoculdo 200 pL de células
transformadas de E. coli SHuffle en 10 mL de caldo LB/kan (30 pg/mL) y se incubo a 37°C a
150 rpm 16 horas.

La expresion se llevo a cabo en 5 matraces deflectores de 250 mL, cada matraz con caldo
LB/kan (30 pg/mL) obteniendo un volumen final de 1 L. Cada matraz fue inoculado con el
cultivo preparado anteriormente con las células transformadas y se dejaron incubando a 37°C
a 150 rpm por 3-4 horas hasta alcanzar una DOgoo nm de entre 0.4-0.6. Una vez ajustada la
DOsoo la incubacion se detuvo y la expresion fue inducida con 200 puLL de IPTG con una
concentracion final de 1 mM. Los cultivos inducidos se llevaron a incubar a 25°C a 150 rpm
por 16 horas.

Los pellets celulares se recolectaron mediante centrifugacion refrigerada a 4°C por 15 minutos
a 12,000 rpm en tubos de 500 mL. Los pellets fueron resuspendidos en una solucién
amortiguadora (50 mM de Tris, 500 mM de NaCl, pH 8.08), se agregaron también 22 g de

perlas de vidrio de 0.1 mm, 10 pL de coctel inhibidor de proteasas y 10 pL de antifoam para
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evitar la formacion de burbujas. Los tubos se llevaron a agitacion en vortex por 10 minutos,
intercalando vortex e incubacién en hielo para cuidar la temperatura del lisado. Posteriormente
el lisado se llevo a centrifugacion refrigerada a 4°C por 20 minutos a 12,000 rpm. El clarificado

obtenido fue transferido a un tubo falcén de 50 mL nuevo.

4.6 Purificacion de proteina hibrida recombinante por cromatografia de iones
inmovilizados (IMAC).

Para la purificacion del constructo CusF3H+ LL37 Renalexin se emple6 el sistema AKTA
Prime Plus (sistemas GE Healthcare) mediante cromatografia de afinidad gracias a las
histidinas unidas en nuestra proteina de fusion que les confiere afinidad a iones metales como
niquel, cobre y zinc.

Se utiliz6 una columna de 1 mL HisTrap FF cargada con iones Ni (II). Dicha columna fue
equilibrada con 5 volimenes con solucién amortiguadora (50 mM de Tris, 500 mM de NaCl,
pH 8.08) en condiciones de flujo de 0.7 mL/min y 0.5 MPa. Posteriormente se cargo la columna
con la muestra, adicionalmente recolectando el percolado (fraccién no unida a la columna) y la
columna fue lavada con 10 volumenes solucion amortiguadora (50 mM de Tris, 500 mM de
NaCl, pH 8.08) hasta que la absorbancia descendiera a 0.09. Se llevo a cabo una elucion en
gradiente utilizando una solucién amortiguadora que contenia imidazol (Tris 50 mM, 500 mM
NaCl y 200 mM imidazol, pH 8.0), recolectando 40 fracciones de 1 mL cada una, manteniendo

un flujo constante de 0.7 mL/min y una presion no mayor a 0.5 MPa.
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4.7 Analisis por SDS-PAGE de expresion a 1 litro.

Posterior a la purificacion mediante IMAC se llevé a cabo un analisis por SDS-PAGE 15% de
las fracciones correspondientes al pico de elucion. El gel de resolucion al 15% (1.775 mL agua
destilada, 1.875 mL de acrilamida 40%, 1.250 mL de resolving buffer pH 8.8, 50 uL de SDS
10%, 2.5 pL. de TEMED, 25 pL de persulfato de amononio 10%) y el gel de apilamiento al 4%
3.8 mL agua destilada, 0.5 mL de acrilamida 40%, 1.250 mL de resolving buffer pH 8.8, 50 uL
de SDS 10%, 2.5 uL. de TEMED, 25 uL de persulfato de amononio 10%).

La pureza de las fracciones obtenidas tras la purificacion por cromatografia de afinidad (IMAC)
fue evaluada mediante analisis densitométrico de geles de SDS-PAGE utilizando el software
ImageJ (National Institutes of Health, EUA).

Las imagenes digitales de los geles fueron importadas al software y procesadas siguiendo un
protocolo estandar. La pureza relativa de la proteina del constructo CusF3H* LL-37 Renalexin
fue calculada como el porcentaje del area correspondiente a la banda de 17 kDa respecto al

area total de todos los picos detectados en el carril.

4.8 Dialisis para la remocion de imidazol y sales.

Las fracciones mas limpias se introdujeron en una membrana de dialisis SnakeSkin™ (10,000
MWCO) de 7 cm y fueron dializadas para retirar el exceso de imidazol y sales utilizando una
solucion amortiguadora (50 mM de Tris, ImM de CaClz, pH 7.4). Se llevaron a cabo dos

dialisis de 1 hora cada una en agitacion con un agitador magnético a temperatura ambiente.
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4.9 Cuantificacion por el método de Bradford.

Para la cuantificacion de proteinas se realizo una curva de calibracion estandar de albumina
sérica bovina (BSA) en un rango de concentraciones (0.1 pg/mL, 0.2 pg/mL, 0.4 ng/mL, 0.6
pg/mL, 0.8 pg/mL, 1.0 pg/mL y 1.3 pg/mL). En cada celda se agregaron 20 pL de cada dilucion

y 1 mL de reactivo de Bradford al 1x. Las lecturas se llevaron a cabo a 595 nm.

4.10 Ensayos antimicrobianos CusF3H+ LL-37 Renalexin: Diluciéon en microplaca.

Los aislamientos de bacterias patdgenas fueron proporcionados por el Departamento de
Patologia Clinica ubicado en el Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” en
Monterrey, Nuevo Ledn.

Se realizo la actividad antimicrobiana del constructo CusF3H+ LL-37 Renalexin frente a las
cepas de P. aeruginosa resistente a carbapenémicos y A. baumannii resistente a
carbapenémicos utilizando el método de dilucion en microplaca para obtener la concentracion
minima inhibitoria (CMI).

Cultivos jovenes de los aislados clinicos se cultivaron en agar Mueller-hinton e incubaron a
37°C por 24 h. Posteriormente, se seleccionaron de tres a cuatro colonias aisladas de cada cepa
y se suspendieron en solucion salina estéril hasta ajustar la turbidez al estandar 0.5 de la escala
de McFarland.

Una vez estandarizada la suspension bacteriana, se realizd una dilucion 1:100 en el medio
correspondiente: caldo Mueller-Hinton para P. aeruginosa y caldo TSB para A. baumannii.
Para ello, se mezclaron 100 pL de la suspension celular con 9.9 mL de medio estéril, con el fin

de obtener un indculo final a una concentracion de 5 x 10° UFC/mL.
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La concentracion mayor del constructo se prepard a 21 uM y se llevaron a cabo una serie de
diluciones en agua estéril a concentraciones de 21 uM, 10.5 uM, 5.5 uM, 2.63 uM, 1.31 uM,
0.66 uM y 0.33 uM para su posterior evaluacion.

El indculo preparado se empled en el ensayo estandar de CMI por microdilucion en placa de
96 pozos. En cada pozo se coloco previamente el volumen correspondiente de medio de cultivo
y de cada dilucion del tratamiento evaluado a las concentraciones establecidas. Después, se
adiciono el volumen requerido del inoculo bacteriano para alcanzar la concentracion celular
final de 5 x 10° UFC/mL. Asimismo, se incluyeron controles de crecimiento (medio con
indculo sin tratamiento) y controles de esterilidad (medio sin in6culo). Finalmente, las
microplacas se incubaron a 37 °C durante 18-24 h en condiciones aerobias, y posteriormente
se evalud mediante lectura de absorbancia el crecimiento bacteriano para determinar la menor

concentracion capaz de inhibirlo.

4.11 Ensayos antimicrobianos CusF3H+ LL-37 Renalexin: Recuento en placa

La actividad antimicrobiana del péptido hibrido CusF3H+-LL37 Renalexin se determind
mediante el método de recuento en placa, siguiendo una estrategia basada en lo reportado por
Perez-Perez et al. (2021), quienes describen la actividad antimicrobiana como el porcentaje de
poblacion bacteriana inhibida después de la incubacion.

Se llevd a cabo la resiembra de las cepas resistentes en placas de agar Mueller-hinton y se
llevaron a incubar a 37°C por 24 h; posterior al tiempo de incubacion, se tomaron 3-4 colonias
aisladas para suspenderlas en 3 mL de solucion salina estéril y se ajust6 al 0.5 en la escala de
McFarland utilizando un espectrofotdmetro midiendo a 600 nm alcanzando una concentracion
de 1.5 x 108 UFC/mL. Posteriormente en caldo MH se realizo una dilucion 1:100, agregando

9.9 mL de medio y 100 pL de células para alcanzar una concentracion de 1x10® UFC/mL.
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A partir de este indculo, se prepararon los tratamientos correspondientes, un grupo control sin
péptido y un grupo tratado con el péptido a una concentraciéon de 21 uM. Las muestras se
incubaron a 37°C por 3 horas.

Posteriormente se realizaron diluciones (107! a 10°), tomando una alicuota de 0.1 mL, las
cuales se esparcieron en placas con agar MH por triplicado y se incubaron durante 16 horas.
El conteo se realizdé de forma manual, reportando el promedio de colonias en las placas que
presentaron de 25-300 colonias, y el porcentaje de reduccion bacteriana. Todos los ensayos se

realizaron por triplicado y los resultados se expresaron como la media + desviacion estandar.
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CAPITULO 5

5. Resultados

5.1 Expresion a pequeiia escala del péptido y analisis por SDS-PAGE

Las colonias transformadas portadoras del vector plasmidico pET30a+ y cultivadas bajo
condiciones Optimas de expresion fueron sometidas a una lisis celular alcalina, y las fracciones
proteicas obtenidas se analizaron mediante SDS-PAGE al 15% (Figura 6). Esta técnica
permitid visualizar el perfil de proteinas expresadas y comparar las muestras inducidas con sus
respectivos controles.

En los controles se observaron multiples bandas correspondientes a proteinas endogenas
producidas por el sistema de expresion bacteriano. No obstante, en las muestras transformadas
e inducidas se presentd un patrén similar acompafiado de una banda adicional con un peso
molecular aproximado de 17.0 kDa.

El tamafio estimado de dicha banda coincide con el peso molecular esperado para el constructo
recombinante LL-37 Renalexin unido a CusF3H+, integrado por 7.0 kDa correspondientes al
péptido hibrido y 10.0 kDa de la proteina de fusion. La presencia de esta banda exclusivamente
en las muestras inducidas sugiere la expresion de la proteina de interés bajo las condiciones

evaluadas.
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Figura 6. Anélisis por SDS-PAGE de la expresion del péptido CusF3H"-LL-37-Renalexin en E. coli SHuffle
T7(DE3) (17kDa). 15% SDS-PAGE. Carril 1: Marcador de proteinas, Carril 2-3: Control negativo (células

transformadas, pero no inducidas), Carriles 4-5: Colonias evaluadas (células transformadas e inducidas).

5.1 Expresion a gran escala de proteinas a 1 L de medio de cultivo y purificacion por
IMAC

La purificacion del péptido hibrido CusF3H+ LL-37 Renalexin se llevd a cabo mediante
cromatografia IMAC utilizando el sistema AKTA Prime Plus. En la figura 7 se muestra el
cromatograma obtenido durante el proceso de purificacion.

Inicialmente se observa una sefial elevada de absorbancia a 254 nm entre los 25 y 150 mL, lo
que corresponde principalmente al paso de proteinas no retenidas o unidas débilmente a la
columna durante las etapas de carga y lavado. Posteriormente, la absorbancia disminuye de
forma pronunciada hasta alcanzar la linea base, lo que indica la remocion de compuestos no

retenidos en la columna.
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Finalmente, entre los 210 y 245 mL y coincidiendo con el incremento progresivo del porcentaje
de buffer B (con imidazol como agente eluyente) se detecta un pico de eluciéon de menor
intensidad, el cual corresponde a las fracciones recuperadas durante el gradiente. Este
comportamiento es caracteristico de proteinas retenidas en la columna cargada con resina y
posteriormente liberadas por el aumento en la concentracion del buffer de elucion, lo que
sugiere que la recuperacion del constructo recombinante marcado con CusF3H+. Se colectaron
40 fracciones de 1 mL para su posterior analisis e identificacion de aquellas que contenian a la

proteina de interés.

Purificacion por IMAC de CusF3H+_LL-37_Renalexin expresado en E. coli
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Figura 7. Cromatograma de la purificacion por IMAC de CusF3H+_ LL-37_Renalexin (17 kDa)
expresado en E. coli SHuffle T7(DE3). Elucion en gradiente (40 fracciones de 1 mL) con una solucion
amortiguadora con imidazol a 200 mM. Se muestra el cromatograma de elucion con la absorbancia
monitorizada a 254 nm (mAu) y el gradiente de elucion (%B) en funcién del volumen (mL). El pico principal
de elucion, indicado por el aumento de absorbancia, corresponde a la proteina recombinante CusF3H*-LL-37-

Renalexin.
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5.2 Analisis de purificacion IMAC por SDS-PAGE

Las fracciones obtenidas en la purificacion por IMAC se analizaron mediante SDS-PAGE al
15% (figura 8). En el gel se observa que las muestras correspondientes a las fracciones de
elucion presentan de manera consistente una banda intensa con un peso molecular de 17.0 kDa,
valor que concuerda con el tamafio esperado para el constructo completo. La deteccion de esta
banda en multiples fracciones confirma que el proceso de cromatografia permitié la
recuperacion exitosa del hibrido CusF3H+ LL-37 Renalexin.

Asimismo, en comparacion con las muestras control, las fracciones eluidas muestran una
disminucion de bandas inespecificas y de otras proteinas endogenas. La presencia de una sola
banda sugiere un grado alto de pureza relativa en las fracciones recolectadas.

Ademas, se aprecia una intensidad similar entre varias fracciones consecutivas, lo que indica
que la eluciéon del péptido ocurrié de forma distribuida a lo largo de distintas fracciones del
gradiente, lo que permite seleccionar aquellas con mayor concentracion para etapas posteriores.
El andlisis densitométrico de las fracciones seleccionadas mostrd un perfil caracterizado por
un pico predominante correspondiente a la banda de 17 kDa, atribuida al constructo
CusF3H* LL-37 Renalexin, acompanado de picos secundarios de baja intensidad.

Los valores de area obtenidos indicaron que la banda de interés presentd un area de 34,251.238
unidades arbitrarias, mientras que las bandas secundarias presentaron valores
significativamente menores (1,808.326; 392.870; 4,005.037 y 823.255 unidades). La suma total
de las areas correspondi6 a 41,280.726 unidades.

A partir de estos datos, se determiné que la pureza de la proteina de interés fue de
aproximadamente 96.8%, lo que indica que la mayor proporcion del péptido en el carril

analizado corresponde al constructo purificado.

38



12345 &7 891071 12131415

CusF3H+_LL-37_Renalexin

b)

[
n
=)
-

480 ~17 kDa

Intensidad (UA)
N
g

0 10 200 30 40 S0 600 700 80 %0 1000 100 1200
Distancia

Figura 8. Analisis por SDS-PAGE de las fracciones obtenidas durante la purificacion por IMAC de
CusF3H+ LL-37_Renalexin (17 kDa) expresado en E. coli SHuffle T7(DE3). A. Carril 1: Marcador de
proteinas; Carril 2: Lisis total; Carril 3: Percolado (fraccion no unida a la columna); Carriles 4-15: Fracciones de
elucion, la presencia de esta banda a lo largo de los carriles permite evaluar la eficiencia de union a la resina de
afinidad, la eliminacion de contaminantes durante los lavados y la recuperacion de la proteina en las fracciones
de elucion. B. Perfil densitométrico obtenido a partir del analisis de las fracciones de elucion de CusF3H* LL-
37 Renalexin mediante SDS-PAGE al 15% y posterior procesamiento en ImageJ. La intensidad de las bandas se
representa en unidades arbitrarias (UA) en funcion de la distancia de migracion electroforética. El pico principal

(1), correspondiente al constructo recombinante CusF3H* LL-37 Renalexin (17 kDa), presentd la mayor
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intensidad relativa. Los picos secundarios (2—5) corresponden a proteinas residuales de baja abundancia o sefiales
de fondo presentes tras la purificacion por cromatografia de afinidad a metales inmovilizados (IMAC). El analisis
densitométrico mostré que el area correspondiente al pico principal representd aproximadamente >90% de la

intensidad total detectada en el carril

5.3 Dialisis para la remocion de imidazol y sales, y cuantificacion mediante el método de
Bradford.

A las fracciones que contenian el péptido hibrido se les realizé una dialisis para eliminar el
imidazol. Para determinar la concentracion total de proteina recuperada se elabord una curva
de calibracion estdndar de BSA en el rango de concentraciones mostradas en la tabla 1. Los
valores de absorbancia obtenidos se graficaron y mostraron una relacion lineal entre la
concentracion de proteina y la sefial espectrofotométrica (figura 9). El anélisis de regresion
lineal generd la ecuacién y = 1.1766x — 0.1297, con un coeficiente de determinacion de R* =
0.9822, lo que indica un grado alto de ajuste lineal.

A partir de esta ecuacion y de las lecturas de absorbancia registradas para la muestra, se calculo
la concentracion de proteina producida, obteniendo un rendimiento final de 4.442 mg/L de

cultivo.
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Tabla 1. Datos de la curva de calibracion estindar de BSA. Se presentan las concentraciones
de los estandares de BSA (expresadas en mg/mL) y los valores de absorbancia promedio
correspondientes, medidos a una longitud de onda de 595 nm, acompafiados de su respectiva

desviacion estandar (DE).

Concentraciones estandar (mg/mL) | Absorbancia promedio+DE
(595 nm)
Estandar 1 0.5 0.525+0.000
Estandar 2 0.6 0.678+0.000
Estandar 3 0.7 0.697+0.002
Estandar 4 0.8 0.799+0.003
Estandar 5 0.9 0.826+0.000
Estandar 6 1.15 1.055+0.002
Estandar 7 1.25 1.214+0.000
Estandar 8 1.35 1.248+0.000

Curva de calibracion estandar de BSA
1.6

1.4 y=1.1766x-0.1297

R*=0.9822
1.2

0.8 =

Absorbancia

0.6 e
0.4
0.2

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4
Concentraciones (ug/mL)

Figura 9. Curva de calibracién estindar de albiimina sérica bovina (BSA). Lecturas a 595 nm. Se representa

la relacion entre la absorbancia medida a 595 nm y las concentraciones crecientes de BSA (expresadas en pg/mL).

41



Los puntos experimentales se ajustaron mediante regresion lineal, obteniéndose la ecuacion y = 1.1766x —0.1297,
con un coeficiente de determinacion R?= 0.9822. Las barras de error no son apreciables debido a la baja desviacion

estandar entre réplicas.

5.4 Ensayos antimicrobianos de CusF3H+_LL-37 Renalexin: Dilucion en microplaca.

La actividad antimicrobiana del constructo completo se evalué mediante el método de dilucioén
en microplaca en un rango de concentraciones de 0.33 a 21 uM, determinando el porcentaje de
crecimiento bacteriano con respecto al control sin tratamiento. Los resultados mostraron un
efecto inhibitorio dependiente de la concentracion en ambas cepas, acompainiado de diferencias
estadisticamente significativas respecto al control (figura 10y 11).

Para P. aeruginosa, el tratamiento genero6 una reduccion progresiva del crecimiento bacteriano
conforme aument6 la concentracion del péptido. A 0.33 uM se observo un crecimiento cercano
al 84%, sin diferencia significativa respecto al control. En 0.66 uM, 1.31 uM y 2.63 uM el
crecimiento disminuyd aproximadamente a 70%, registrandose diferencias significativas (*p <
0.05). A concentraciones de 5.25 pM y 10.50 uM el crecimiento fue cercano a 57% y 55%,
respectivamente, con una significancia mayor (***p < 0.001). Sin embargo, la mdxima
actividad inhibitoria se presentd a 21 uM, donde el crecimiento fue de aproximadamente 6%,
también con alta significancia estadistica (***p < 0.001), equivalente a una inhibicidén cercana
al 94% respecto al control.

En A. baumannii, la respuesta inicial al tratamiento fue menor. A 0.33 uM y 0.66 uM se
registraron crecimientos cercanos a 105% y 90%, respectivamente, sin diferencias
significativas frente al control. A 10.50 uM el crecimiento residual fue de aproximadamente
33%, también con diferencia significativa (**p<0.01). Finalmente, a 21 uM se registré un
crecimiento cercano al 19%, correspondiente a una inhibicion aproximada del 81%, con alta

significancia estadistica (***p < 0.001).
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En comparacion, P. aeruginosa mostro mayor susceptibilidad al péptido hibrido, alcanzando
una inhibicion casi completa a la concentracion maxima evaluada y presentando diferencias
significativas desde concentraciones mas bajas. En contraste, 4. baumannii mostré una
respuesta mas gradual y requirid concentraciones superiores para alcanzar niveles importantes
de inhibicion.

En conjunto, estos resultados confirman que LL-37 Renalexin posee actividad antimicrobiana
significativa frente a ambos patégenos clinicamente relevantes, aunque con distinta potencia

segun la especie bacteriana evaluada.

P. aeruginosa resistente vs tratamiento CusF3H+_LL-37_Renalexin
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Figura 10. Actividad antimicrobiana de CusF3H+ LL-37 Renalexin contra P. aeruginosa resistente a
carbapenémicos. Se muestra el porcentaje de crecimiento bacteriano en funciéon de concentraciones crecientes
del péptido CusF3H+ LL-37 Renalexin (expresadas en uM), en comparacion con un control sin tratamiento.
Evaluado con t-test, los asteriscos indican las diferencias estadisticamente significativas (¥) p < 0.05, (**) p <

0.01, (***) p < 0.001.
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A. baumannii resistente vs tratamiento CusF3H+_LL-37_Renalexin

*
*
*%
T
*kok
I |
0.33

0.66 1.31 2.63 5.25 10.50 21.00
Figura 11. Actividad antimicrobiana de CusF3H+ LL-37_ Renalexin contra A. baumannii resistente a
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carbapenémicos. Se muestra el porcentaje de crecimiento bacteriano en funcidon de concentraciones crecientes
del péptido CusF3H+ LL-37 Renalexin (expresadas en uM), en comparaciéon con un control sin tratamiento.
Evaluado con t-test, los asteriscos indican las diferencias estadisticamente significativas (*) p<0.05, (**) p<0.01,

(*+*%) p<0.001.

5.5 Ensayos antimicrobianos de CusF3H+ LL-37 Renalexin: Recuento en placa.

La actividad antimicrobiana del constructo completo se evalué mediante el método de recuento
en placa a una concentracion de 21 uM. En 4. baumannii, el tratamiento produjo una reduccion
del crecimiento viable respecto al control, lo que corresponde a una actividad antimicrobiana
de 46.67+10.5%. De manera similar, en P. aeruginosa se observd una disminucion mas
pronunciada de la viabilidad celular, equivalente a una actividad antimicrobiana de

60.34+0.40%, evidenciando una mayor susceptibilidad de esta cepa al hibrido (tabla 2).
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La representacion grafica del porcentaje de actividad antimicrobiana (figura 12) mostré al
control negativo como 0% de inhibicidon, mientras que los valores positivos reflejaron la
capacidad del péptido para disminuir la poblacion bacteriana viable. En ambas cepas se observo
una reduccion significativa del crecimiento respecto al control sin tratamiento.

El analisis estadistico mediante prueba ¢ evidencid diferencias altamente significativas entre
los grupos tratados y sus respectivos controles (***p < 0.001). Comparativamente, el péptido
mostré mayor efecto bactericida frente a P. aeruginosa que frente a A. baumannii, lo que
coincide con los resultados observados previamente en el ensayo de dilucion en microplaca.
Estos hallazgos confirman que CusF3H+ LL-37 Renalexin conserva actividad antimicrobiana
frente a ambos patogenos resistentes, incluso al evaluar directamente la viabilidad celular por

recuento de colonias.

Tabla 2. Actividad antimicrobiana del péptido hibrido CusF3H+-LL37_Renalexin frente
a bacterias Gram negativas resistentes determinada mediante recuento en placa. Los
valores de control y tratamiento corresponden al nimero promedio de unidades formadoras de
colonia (UFC) obtenidas después de la incubacion bacteriana en ausencia y presencia del
péptido a una concentracion de 21 pM, respectivamente. Los datos se expresan como media +
desviacion estdndar de tres experimentos independientes. El porcentaje de actividad
antimicrobiana se calcul6 con base en la reduccion relativa del crecimiento bacteriano respecto

al control sin tratamiento.

Control (UFC£DE) | Tratamiento a 21 % de actividad
uM (UFC+DE)
A. baumannii 299+3.5 15942 46.67+1.05
P. aeruginosa 298+1.15 118+1.5 60.34+0.4
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Figura 12. Actividad antimicrobiana (%) del péptido hibrido CusF3H+-LL37 Renalexin frente a
Acinetobacter baumannii y Pseudomonas aeruginosa resistentes determinada mediante el método de
recuento en placa. La grafica muestra el porcentaje de actividad antimicrobiana generado por el tratamiento con
el péptido a una concentracion de 21 uM, calculado en relacion con el control sin tratamiento. El porcentaje se
obtuvo a partir de la disminucion en el nimero de unidades formadoras de colonia (UFC) respecto al grupo control.
El control negativo se representa como 0% de actividad antimicrobiana, mientras que valores mayores indican
una mayor capacidad inhibitoria del péptido sobre la poblacion bacteriana viable. Las barras representan la media
de tres experimentos independientes y las barras de error corresponden a la desviacion estandar. Se registro una
actividad antimicrobiana de 46.6% frente a A. baumannii'y de 60.3% frente a P. aeruginosa. Los resultados fueron

evaluados mediante la prueba #; los asteriscos indican las diferencias estadisticamente significativas (**%*)

p<0.001.
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CAPITULO 6

6. Discusion

El desarrollo de nuevas tecnologias que combaten la resistencia bacteriana ha sido de gran
utilidad en los ultimos afios. Obtener una proteina eficiente depende en gran medida de las
condiciones de cultivo e induccién. Emplear E. coli como sistema de expresion presenta
multiples ventajas ya reportadas, su fécil crecimiento, la facilidad de manipular genéticamente
y su bajo costo operacional (Z. X. Zhang et al., 2022). La expresion a pequeiia escala develd
las condiciones Optimas de crecimiento, para la etapa de crecimiento fue necesario incrementar
de forma répida la densidad celular para alcanzar la fase logaritmica y posteriormente llevar a
cabo la expresion de proteinas, sin embargo, el problema abordado en esta etapa fue encontrar
un equilibrio entre el crecimiento celular 6ptimo y produccion de proteinas evitando estrés
metabolico en las células, ademds de retos como plegamiento de proteinas, agregados o la
misma carga metabdlica excesiva por una sobreexpresion de proteinas heterélogas (de Marco,
2025). Optimizar la induccién es vital en la produccién de proteinas: seleccionar el agente
inductor y su concentracion. En sistemas basados en T7, utilizar IPTG induce la sintesis de
proteinas; sin embargo, existen reportes de que utilizar concentraciones elevadas puede generar
presion metabdlica en las células bacterianas, lo que favoreceria la formacion de cuerpos de
inclusion. Por lo tanto, fue necesario determinar la concentracion adecuada del inductor (1 M)
(Mani et al., 2024). La expresion de proteinas recombinantes puede generar estrés fisiologico
y metabolico en las células y alterar propiedades fisioldgicas como tamafio o incluso su
metabolismo, es por lo que es imperante cuidar tanto las condiciones de cultivo como las de
expresion.

Respecto al analisis electroforético, la aparicion de la banda cercana a 17.0 kDa en las muestras

inducidas representa evidencia de la expresion recombinante. Este valor coincide con el peso
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molecular tedrico esperado del constructo, compuesto por el hibrido LL-37 Renalexin y la
proteina de fusion CusF3H+. Este resultado coincide directamente con lo reportado por los
autores que originalmente disefnaron este péptido hibrido, quienes observaron en SDS-PAGE
una banda esperada de 17—18 kDa tras la induccion en E. coli BL21(DE3) y SHuffle T7(DE3),
confirmando la produccion soluble del sistema hibrido (Narh et al., 2024b).

La concordancia entre el peso molecular observado y el calculado es relevante, ya que en
proteinas recombinantes pequenas fusionadas suelen presentarse desviaciones aparentes por
proteolisis, truncamientos o agregacion parcial. En este caso, la banda detectada se mantuvo
dentro del rango esperado (17 kDa), lo que sugiere que el marco de lectura se conservo
adecuadamente y que no ocurri6 degradacion significativa durante la expresion. Esto es
especialmente importante tratindose de péptidos antimicrobianos, ya que por su naturaleza
cationica frecuentemente son susceptibles a degradacion intracelular o toxicidad para la célula

hospedera. (Narh et al., 2024b).

El escalamiento de un proceso representa una etapa critica en la produccion de proteinas
recombinantes ya que las condiciones que nos proporcionaban resultados 6ptimos no siempre
se traducen de forma literal en volimenes mayores debido a las diferencias en la transferencia
de oxigeno, la distribucion de nutrientes o la acumulacion de metabolitos secundarios; por esto,
es necesario que al aumentar el volumen de produccion, se conserven las condiciones que
permitan conservar la viabilidad celular y la eficiencia del sistema de produccion (Hussein et
al., 2021; Z. X. Zhang et al., 2022). El oxigeno disuelto en cultivos de volimenes mayores
influye de forma directa en la productividad; especificamente, en E. coli, su demanda de O>
aumenta debido a la produccién de proteinas recombinantes y a algunos otros factores, como
la biosintesis de macromoléculas (Z. X. Zhang et al., 2022). Existen estudios que muestran

como una transferencia eficiente de O» favorece la expresion de proteinas (Rosano &
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Ceccarelli, 2014). En cultivos de E. coli es comun la acumulacion de metabolitos secundarios
derivados del metabolismo del carbono, como el acetato, cuya produccidon puede inhibir el
crecimiento bacteriano y afectarlo negativamente. Este proceso ocurre cuando la velocidad de
consumo de glucosa supera la capacidad de la cadena respiratoria, lo que provoca la desviacion
del metabolismo hacia la produccion de metabolitos secundarios. Estudios recientes han
confirmado que la acumulacién de acetato no solo reduce la biomasa, sino que también
disminuye la eficiencia en la expresion de proteinas recombinantes al generar estrés metabdlico
y alterar el balance energético celular (Li et al., 2022; Millard et al., 2021).

En este contexto, el escalamiento de la produccidn de proteinas recombinantes exige considerar
los efectos citotoxicos sobre las células bacterianas. Escalar la produccion a 1 litro de medio
de cultivo nos permitio incrementar principalmente la biomasa disponible para la obtencion de
CusF3H+ LL-37 Renalexin para su posterior purificacion, lo cual es consistente con lo
reportado en sistemas recombinantes donde el aumento de volumen favorece la acumulacion
celular, pero no necesariamente se traduce de forma directa en un mayor rendimiento del

producto (Z. X. Zhang et al., 2022).

A partir de los resultados obtenidos, el perfil cromatografico observado es consistente con el
comportamiento tipico reportado para purificaciones mediante cromatografia IMAC. En este
sentido, el incremento inicial de la absorbancia durante la carga del lisado celular puede
atribuirse principalmente al flujo de proteinas que no presentan afinidad por la resina, lo cual
concuerda con lo descrito por Loughran et al. 2023, quienes sefialan que en estrategias “carga
— lavado - elucidon” las proteinas carentes de etiquetas polihistidinicas (His-tag) no establecen
interacciones de coordinacion con los iones metalicos (como Ni** o Co?*"), y por tanto se

recuperan en el flujo inicial (Loughran et al., 2023). Este comportamiento también ha sido
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asociado con la baja frecuencia natural de residuos de histidina expuestos en proteinas
endogenas, lo que favorece la selectividad de la técnica (Kanoh et al., 2023).

Posteriormente, la disminucion de la absorbancia observada durante la fase de lavado sugiere
la eliminacion progresiva de proteinas débilmente unidas o sin afinidad especifica, lo cual es
un indicador de que las condiciones de lavado fueron adecuadas para incrementar la pureza del
sistema. Este fenomeno ha sido ampliamente documentado en estudios recientes, donde se
establece que los lavados permiten remover proteinas unidas de manera inespecifica mediante
interacciones débiles con la matriz, optimizando asi la selectividad antes de la elucion (Volzke
et al., 2023a). Kanoh et al. 2023 reportan que, tras esta etapa, la mayoria de las proteinas
contaminantes han sido eliminadas, permaneciendo retenidas principalmente aquellas que
presentan una interaccion coordinada efectiva con los iones metélicos de la columna (Kanoh et
al., 2023).

Durante la etapa de elucion, el buffer que contenia imidazol (200 mM) actia como un
competidor de los residuos de histidina de la etiqueta por los sitios de coordinacion del metal
en la resina. Este mecanismo ha sido ampliamente descrito en la literatura reciente; por
ejemplo, Bornhorst and Falke y estudios mas recientes (2022-2024) coinciden en que
concentraciones de imidazol entre 150-300 mM son efectivas para desplazar proteinas His-tag
sin afectar significativamente su estructura. En este contexto, los picos de absorbancia
observados durante la elucion corresponden a la liberacion del constructo que contiene
CusF3H+ LL-37 Renalexin, previamente retenido en la columna, lo cual coincide con
reportes donde la elucion de proteinas recombinantes genera picos definidos bajo condiciones
Optimas de competencia con imidazol (Bornhorst & Falke, 2000).

Utilizar etiquetas ricas en histidina es una estrategia util en la purificacion de péptidos con
actividad antimicrobiana debido a su tamafio mas pequefio, y gracias a ellos puede ser mas

complicado purificarlos por métodos convencionales (Roca-Pinilla et al., 2022), anadir una

50



etiqueta facilita su purificacion, pero también participa en mejorar la estabilidad del péptido
durante su expresion y su recuperacion por la alta susceptibilidad a degradacion proteolitica o

pérdidas durante las etapas de purificacion que poseen (Volzke et al., 2023).

Los resultados obtenidos mediante SDS-PAGE al 15% evidencian una banda predominante
alrededor de 17 kDa, correspondiente al constructo CusF3H* LL-37 Renalexin, lo cual
confirma la recuperacion de la proteina de interés tras la purificacion por IMAC. Este
comportamiento es consistente con lo reportado en estudios recientes sobre purificacion de
proteinas recombinantes, donde la identificacion de bandas especificas mediante SDS-PAGE
sigue siendo una herramienta confiable para verificar la expresion y pureza de proteinas
fusionadas. Por ejemplo, Roca-Pinilla et al. 2022 describen que los péptidos antimicrobianos
expresados como proteinas de fusion presentan bandas bien definidas en geles de
poliacrilamida, facilitando su identificacion incluso cuando se encuentran en mezclas
complejas, lo cual coincide con lo observado en este estudio (Roca-Pinilla ez al., 2022).

El andlisis densitométrico reveld que la banda correspondiente al constructo representd
aproximadamente 96.8% del total de proteina en el carril analizado, lo que indica un alto grado
de pureza tras una sola etapa cromatografica. En este contexto, Roca-Pinilla et al. (2022)
sefialan que la produccion recombinante de péptidos de defensa del hospedero representa una
alternativa viable frente a la sintesis quimica, aunque estos péptidos pueden presentar retos
asociados con toxicidad hacia el hospedero, agregacion o baja recuperacion. Por ello, el uso de
constructos de fusion y sistemas de purificacion por afinidad resulta una estrategia pertinente
para favorecer su recuperacion. De manera similar, Leonhardt et al. 2023 reportan purezas
cercanas al 90% tras una sola corrida cromatografica (Leonhardt ef al., 2023). En comparacion,

el valor obtenido en este estudio (96.8%) supera en aproximadamente 6.8% el rango tipico
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reportado y en 6.8—-11.8% los valores promedio (85-90%), lo que posiciona el sistema de
purificacion empleado como eficiente dentro de este contexto.

La elucion mediante un gradiente que generd 40 fracciones permitid una adecuada separacion
de las proteinas retenidas en la columna, lo cual puede explicarse por el incremento en la
resolucion cromatografica asociado a este tipo de estrategias. En sistemas de purificacion por
IMAC, el uso de gradientes de imidazol favorece la elucion diferencial de proteinas en funcion
de su afinidad por el metal, permitiendo aislar fracciones con mayor pureza en comparacion
con eluciones escalonadas (Loughran et al., 2023). En este sentido, el nimero elevado de
fracciones obtenido en este trabajo concuerda con lo reportado por Loughran et al. 2023,
quienes describen que la elucion gradual mejora la discriminacion entre proteinas con
afinidades similares, aunque puede implicar una mayor dilucién del producto (Loughran et al.,
2023).

El uso de proteinas de fusion en la produccion de péptidos antimicrobianos ha demostrado ser
una estrategia clave para superar limitaciones inherentes a estos compuestos, como su bajo
peso molecular, susceptibilidad a degradacion proteolitica y toxicidad para la célula hospedera.
En el presente trabajo, la fusion de LL-37 Renalexin a CusF3H+ favorecid su expresion y
recuperacion, lo cual es consistente con estudios recientes que reportan mejoras significativas
en la estabilidad y solubilidad de péptidos antimicrobianos al emplear proteinas portadoras. Por
ejemplo, en el estudio de Expression of the Antimicrobial Peptide SE-33-A2P se describe que
la produccidon recombinante de péptidos tipo catelicidina en E. coli requiere estrategias que
aumenten la estabilidad estructural para evitar degradacion intracelular, destacando la

necesidad de sistemas de expresion optimizados (Gasanov ef al., 2024).

En relacion con la eficiencia de purificacion obtenida, He et al. (2023) evaluaron la anexina A1l

humana (hanA1) como una etiqueta N-terminal alternativa para la separacion y purificacion de

52



proteinas recombinantes expresadas en E. coli. En dicho estudio, los autores observaron que el
incremento en la pureza de las proteinas recombinantes puede estar acompafiado por una
disminucioén en la recuperacion total, particularmente cuando se combinan etapas de separacion
y purificacion por afinidad. Este comportamiento permite contextualizar los resultados
obtenidos en el presente estudio, donde el cromatograma mostr6é un pico de elucion de baja
intensidad; sin embargo, el andlisis por SDS-PAGE y densitometria evidenci6 una banda
predominante alrededor de 17 kDa, correspondiente al constructo CusF3H* LL-37 Renalexin
(He et al., 2023).

De manera complementaria, Lamer y Vederas (2023) reportaron que algunos péptidos
expresados heterologamente en E. coli pueden presentar problemas de degradacion,
truncamiento o precipitacion durante el aislamiento y purificacion, lo que limita el rendimiento
final del producto. Para resolverlo, los autores propusieron un sistema de fusion tipo
“sandwich” Hiss-SUMO-péptido-inteina-CBD-Hiss, disefiado para proteger la secuencia
peptidica y facilitar su recuperacion mediante cromatografia de afinidad. En este sentido,
aunque el sistema utilizado en el presente trabajo es diferente, ambos estudios respaldan que la
purificacion de péptidos recombinantes puede estar condicionada por la estabilidad del
constructo, su solubilidad y su comportamiento durante el aislamiento. Por lo tanto, el bajo
pico de elucion observado no necesariamente indica una purificacion deficiente, sino que puede
reflejar una recuperacion moderada de un producto altamente enriquecido, como lo sugiere la

pureza relativa de 96.8% obtenida por densitometria (Lamer & Vederas, 2023).

La literatura actual coincide en que los rendimientos tipicos de produccion de AMP en sistemas
recombinantes bacterianos suelen ubicarse en rangos relativamente bajos en comparacioén con

proteinas convencionales. En general, se reportan valores que oscilan entre 1 y 30 mg/L en
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sistemas no optimizados, lo cual refleja las limitaciones estructurales y funcionales de estos
péptidos. Aunque existen reportes de rendimientos significativamente mayores, estos suelen
estar asociados a estrategias avanzadas de optimizacion, como ingenieria metabodlica o el uso
de sistemas de fusion altamente especializados. Por ejemplo, estudios recientes han mostrado
que el empleo de etiquetas como SUMO o SmbP puede mejorar considerablemente la
solubilidad y estabilidad del péptido (Gomez-Lugo et al., 2024), mientras que procesos
intensificados pueden incluso superar los 100 mg/L, aunque bajo condiciones altamente
controladas (Lapp6hn et al., 2023). Bajo este contexto, el rendimiento obtenido en este estudio
(4.442 mg/L) se sitaa dentro del rango esperado, aunque en el extremo inferior, lo cual es
consistente con las limitaciones inherentes a este tipo de biomoléculas.

Un factor clave que puede contribuir a este comportamiento es la naturaleza hibrida del péptido
LL-37 Renalexin. Aunque la hibridacion se emplea para potenciar la actividad antimicrobiana,
también puede introducir cambios estructurales que afectan negativamente la eficiencia de
expresion. Se ha demostrado que modificaciones en la secuencia primaria pueden alterar
propiedades como la carga, hidrofobicidad y plegamiento, incrementando la susceptibilidad a
degradacion proteolitica o afectando la interaccion con la maquinaria celular, lo que repercute
directamente en el rendimiento final (Roshanak ef al., 2023).

En conjunto, el rendimiento obtenido en este trabajo no debe interpretarse como una limitacién
del sistema, sino como un reflejo de los desafios en la produccion de péptidos antimicrobianos
recombinantes. La evidencia reciente respalda que estos sistemas requieren un balance entre
estabilidad, toxicidad y eficiencia de expresion, y que incluso rendimientos moderados pueden
ser adecuados para aplicaciones experimentales. Esto resalta la importancia de estrategias
integrales de disefio y optimizacion para mejorar la produccion sin comprometer la

funcionalidad del péptido.
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Los resultados obtenidos en los ensayos de actividad antimicrobiana muestran que el constructo
CusF3H+ LL-37 Renalexin presenta actividad dependiente de la concentracion, con mayor
eficacia frente a P. aeruginosa que frente a A. baumannii. En el caso de P. aeruginosa la
inhibicion casi completa observada a 21 uM (6% de crecimiento) es consistente con lo
reportado para péptidos derivados de LL-37, donde se han descrito CMI en rangos de 8 a 32
uM. Por ejemplo, Song et al. 2023 reportaron que LL-37 y su derivado RP557 presentan
actividad frente a P. aeruginosa resistente a carbapenémicos con valores de CMI dentro de este
rango, confirmando su eficacia incluso en cepas resistentes (Song et al., 2023) De forma
similar, Ridyard et al. 2023 describieron que LL-37 presenta actividad significativa frente a P.
aeruginosa, incluyendo wuna reducciéon importante del crecimiento bacteriano en
concentraciones similares (10 — 32 uM), lo cual coincide con la inhibicion observada en este
trabajo (94%) (Ridyard et al., 2023)

En contraste, la menor susceptibilidad observada en A. baumannii (20% de crecimiento)
también concuerda con estudios publicados recientemente. White et al. 2022 reportaron que
derivados estructuralmente modificados de LL-37 presentan actividad antimicrobiana variable
dependiendo de la bacteria, observando una menor susceptibilidad en algunas Gram negativas,
posiblemente debido a adaptaciones de membrana (White et al., 2022)

La diferencia en susceptibilidad entre ambas bacterias ha sido documentada y es atribuible a
variaciones en la composicion de la membrana. En este sentido, multiples estudios han
confirmado que LL-37 actiia mediante interaccion electrostatica con la membrana bacteriana,
provocando su desestabilizacion y lisis celular, siendo este mecanismo dependiente de la carga
superficial de la bacteria (Geitani et al., 2022; White et al., 2022). Del mismo modo, estas
diferencias en susceptibilidad pueden explicarse no solo por la composicion de la membrana,
sino también por los mecanismos de resistencia especificos de cada bacteria. En P. aeruginosa,

los principales mecanismos de resistencia a carbapenémicos incluyen la pérdida o mutacion de
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la porina OprD, la sobreexpresion de bombas de eflujo y la produccion de B-lactamasas.
Estudios recientes han demostrado que la pérdida de OprD puede reducir hasta 100 veces la
entrada de antibidticos, mientras que la sobreexpresion de bombas de eflujo incrementa
significativamente los valores de CMI de carbapenémicos (Guo et al., 2025; Wang et al., 2025).
Por su parte, en 4. baumannii, la resistencia esta principalmente asociada a la produccion de -
lactamasas tipo OXA-23, OXA-24 y OXA-58, asi como a la disminucion de la permeabilidad
de membrana, la presencia de bombas de eflujo y modificaciones en proteinas de membrana.
Estas B-lactamasas son responsables de la mayoria de los casos de resistencia a carbapenémicos
y pueden conferir niveles elevados de resistencia, como lo reportan estudios recientes (de Souza
et al., 2025; Stoian et al., 2025).

Sin embargo, a pesar de estos mecanismos de resistencia, el constructo evaluado mantiene una
actividad antimicrobiana significativa, lo cual puede explicarse por su mecanismo de accion.
A diferencia de los antibidticos B-lactamicos, que actlian sobre enzimas involucradas en la
sintesis de la pared celular, los péptidos derivados de LL-37 actiian directamente sobre la
membrana bacteriana mediante interacciones electrostaticas que provocan su desestabilizacion
y lisis celular (Yang et al., 2024). Por esta razon, la pérdida de porinas como OprD no afecta
la accion del péptido, y las B-lactamasas no son capaces de degradarlo, lo que explica por qué
los péptidos antimicrobianos pueden conservar su actividad frente a bacterias resistentes a
carbapenémicos. Este comportamiento ha sido ampliamente documentado en la literatura
reciente, donde se describe que los AMP ejercen su actividad mediante interaccion directa con
membranas bacterianas, alterando su permeabilidad y provocando disrupcion estructural

independiente de los mecanismos clasicos de resistencia antibittica (Talapko et al., 2022).

Es importante considerar que la actividad observada del constructo CusF3H* LL-

37 Renalexin también es influenciada por su naturaleza hibrida, ya que la fusién de secuencias
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derivadas de diferentes péptidos antimicrobianos ha demostrado mejorar propiedades como la
afinidad por membrana, la estabilidad estructural y la potencia antimicrobiana. En este sentido,
estudios recientes han demostrado que la modificacion y combinacion de dominios funcionales
en péptidos derivados de LL-37 puede incrementar significativamente su actividad
antimicrobiana en comparacion con los péptidos individuales. Por ejemplo, Narh et al. 2024
reportaron que el péptido hibrido LL-37 Renalexin presenta valores de CMI menores que sus
contrapartes individuales, lo que indica un efecto sinérgico derivado de la hibridacion (Narh et
al., 2024b), y de forma similar White et al. 2022 demostraron que péptidos derivados
estructuralmente de LL-37, como variantes ciclizadas, presentan una mayor estabilidad y
actividad antimicrobiana debido a una mejor interaccion con la membrana bacteriana (White
et al., 2022). Dicho esto, la combinacion de dominios funcionales de LL-37 y Renalexin en el
constructo evaluado favorezca una interaccion mas eficiente con la membrana bacteriana, lo
que podria explicar la inhibicion casi completa observada en P. aeruginosa a 21 uM (6 % de
crecimiento), en concordancia con lo reportado para péptidos hibridos que muestran mayor
potencia que sus formas nativas. Sin embargo, la menor eficacia frente a A. baumannii sugiere
que, aunque la hibridacion puede potenciar la actividad antimicrobiana, ésta sigue estando
limitada por factores intrinsecos de la envoltura celular de cada especie, como modificaciones
en el lipopolisacarido y mecanismos de resistencia asociados, lo cual ha sido ampliamente

descrito para péptidos derivados de LL-37 (Memariani & Memariani, 2023).

Y, a pesar de que la hibridacién ha demostrado mejorar las propiedades antimicrobianas de los
AMP, los resultados obtenidos en este estudio sugieren que la actividad antimicrobiana del
constructo LL-37 Renalexin puede estar parcialmente condicionada por la presencia de la
etiqueta de fusion, lo cual coincide con lo reportado recientemente en la literatura. Diversos

autores han sefialado que la adicion de etiquetas, como His-tag, puede modificar tanto la
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conformacion estructural como la eficiencia biologica de los péptidos antimicrobianos. En este
caso particular, el incremento en el tamafio del constructo (CusF3H+ de 9.9 kDa frente a LL-
37 Renalexin de 7.0 kDa) puede generar impedimentos estéricos que interfieren con la
interaccion del péptido con la membrana bacteriana, ademés de afectar la adopcion de su
estructura a-helicoidal, la cual es crucial para su mecanismo de acciéon (Narh et al., 2024a;
Pavelka et al., 2023).

Estudios recientes respaldan esta observacion, un estudio publicado por Abbasi en 2023 sobre
la expresion del péptido hibrido LL-37/Hbd-129 unido a la etiqueta His-tag, mostré que el
péptido recombinante presentaba actividad antimicrobiana, pero menor que el péptido libre,
reportando valores de CMI entre 16 y 32 pM, mientras que los péptidos individuales
presentaban CMI entre 50-100 pM, sin embargo, cuando el hibrido es expresado con la etiqueta
los valores de CMI pueden incrementar entre 2 y 4 veces por la interferencia estructural de la
etiqueta (Abbasi et al., 2023)

El estudio de Narh ef a/ 2024 también reportd que la remocion de la etiqueta incrementa la
actividad de los AMP; alcanzaron una reduccion de hasta un 85% de células viables, asi como
valores de CMI mas bajos (Narh et al., 2024b). Por ende, la actividad antimicrobiana reportada
en este trabajo es posible que represente una subestimacion de la actividad potencial real.

Por otro lado, los resultados experimentales obtenidos en este estudio evidencian un
comportamiento claramente dosis-dependiente, en el cual concentraciones elevadas del péptido
inducen una inhibicion significativa del crecimiento bacteriano, mientras que a concentraciones
mas bajas solo se observa un efecto parcial. Este patrén ha sido ampliamente documentado
para péptidos antimicrobianos como LL-37 y sus derivados. En particular, se ha demostrado
que el incremento en la concentracion del péptido se asocia con una mayor interaccion con los
fosfolipidos de la membrana bacteriana, promoviendo su desestabilizacion y eventual lisis

celular (Zarei-Mehrvarz et al., 2023) De manera consistente, estudios mas recientes han
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confirmado que este efecto dosis-dependiente se traduce en una reduccion progresiva de la
viabilidad bacteriana, como se ha observado en A. baumannii, donde el tratamiento con LL-37
produce una disminucion significativa de la carga bacteriana conforme aumenta la
concentracion del péptido (Zarei-Mehrvarz et al., 2023)

Este comportamiento no se limita a un solo tipo de microorganismo, sino que se ha reportado
en una amplia variedad de especies, incluyendo bacterias Gram positivas, Gram negativas e
incluso hongos. En este sentido, estudios recientes han demostrado que péptidos derivados de
LL-37 presentan actividad antifungica contra Candida spp., donde la inhibicion del crecimiento
incrementa progresivamente con la concentracion del péptido (Pinilla et al., 2022). o en el caso
de Candida auris, donde de forma similar LL-37 induce dafio celular mediante mecanismos
asociados a la disrupcion de la membrana y la generacion de estrés intracelular, reforzando la
idea de un mecanismo de accion conservado basado en la interaccion directa con la membrana
(Rather et al., 2022).

El efecto del hibrido CusF3H+ LL-37 Renalexin sobre la viabilidad celular se evalud
mediante el método de recuento en placa tras 3 horas de incubacidn a una concentracion de 21
uM. Los resultados de este estudio reportan un porcentaje de actividad superior al 45% de
ambas cepas resistentes en comparacion con el control sin tratamiento, observandose una
diferencia estadisticamente significativa al evaluarlo mediante un #-fest. Este nivel de
inhibicion, aunque no corresponde a una erradicacion total de la poblacion bacteriana, es
consistente con el comportamiento caracteristico de los AMP, particularmente aquellos
derivados de LL-37, cuando se evaluan en condiciones cercanas a la CMI y en tiempos de
exposicion cortos.(Borcan et al., 2025; Zhang et al., 2024).

La relevancia de una actividad superior al 45% es significativa desde el punto de vista
bioldgico. Aunque no representa una eliminacion total de la poblacion bacteriana, estudios

recientes han demostrado que reducciones parciales de la carga bacteriana pueden ser
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suficientes para potenciar la eficacia de otros agentes antimicrobianos o del sistema inmune.
Por ejemplo, se ha observado que LL-37 puede actuar de manera sinérgica con antibidticos
como polimixina B, incrementando significativamente la reduccion de células viables en
comparacion con tratamientos individuales (Ridyard et al., 2023). Esto sugiere que incluso una
inhibicién parcial, como la observada en este estudio, puede tener un impacto terapéutico

relevante cuando se considera en un contexto fisiologico o combinado.

En los estudios de actividad antimicrobiana es comun utilizar el ensayo de microdilucioén en
microplaca para determinar CMI, sin embargo, este método tnicamente permite evaluar la
inhibicion del crecimiento bacteriano, mas no la reduccion de la viabilidad celular. La CMI se
define como la concentracion minima de un antimicrobiano que inhibe el crecimiento visible
del microorganismo después de la incubacion, mientras que la concentracidon minima
bactericida (MBC) corresponde a la concentracion necesaria para reducir al menos el 99.9 %
de las células viables respecto al indculo inicial (Ishak et al., 2024a; Makvandi et al., 2018).
Esto explica por qué un compuesto puede mostrar actividad en microplaca (sin crecimiento
visible) pero ain presentar crecimiento en el recuento en placa: las bacterias pueden
permanecer viables, pero sin multiplicarse, lo que corresponde a un efecto bacteriostatico.
Cuando estas células se siembran en agar sin el antimicrobiano, pueden volver a crecer y formar
colonias, lo que indica que la CMI no necesariamente implica muerte celular (Hossain et al.,
2022). La literatura reciente indica que la clasificacion entre bacteriostatico y bactericida no
depende unicamente del método, sino también de factores como la concentracion del
antimicrobiano, el tiempo de exposicion, el tamafio del indculo y el tipo de bacteria. Esto es
especialmente importante en péptidos antimicrobianos, ya que muchos presentan actividad

dependiente de concentracion y tiempo (Ishak et al., 2024b).
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Trabajos de Cafaro et al. 2023 reportaron que LL-37 a concentraciones cercanas a la CMI
obtenida (12.5-25 uM) produce reducciones significativas en la viabilidad bacteriana, aunque
no siempre se alcanza la eliminacion completa de la poblacion celular (Cafaro et al., 2023), lo
cual coincide con los resultados obtenidos en este estudio, en donde se observan reducciones
mayores al 45%, lo cual sugiere que el péptido afecta la integridad celular, aunque algunas
células pueden sobrevivir al tratamiento. Narh et al 2024 reportan en su estudio una reduccion
superior al 85% de UFC a una concentracion similar a la CMI, lo que demuestra que el péptido
hibrido presenta mayor eficacia que un péptido individual debido a la combinacién de los
dominios antimicrobianos de ambos péptidos que incrementan la interaccion con la membrana
celular. (Narh et al., 2024c¢)

Comportamientos similares se observan en estudios sobre péptidos derivados de LL-37 frente
a P. aeruginosa resistente a carbapenémicos, que han demostrado una reduccion significativa
de las colonias viables tras la exposicion al péptido, especialmente a concentraciones cercanas
a la CMI, lo que evidencia que los péptidos afectan la integridad celular y disminuyen la

capacidad de la bacteria para formar colonias viables (Song et al., 2023).

Estos resultados, junto con el ensayo de dilucion en microplaca, sugieren que, a una
concentracion de 21 pM, no solo inhibe el crecimiento bacteriano, sino que también reduce
significativamente el nimero de células viables capaces de formar colonias. Especificamente
para péptidos antimicrobianos, se ha observado que concentraciones sub-CMI pueden eliminar
solo una parte de la poblacion bacteriana, mientras que células que sobrevivieron contintian
creciendo una vez que la concentracion efectiva del péptido disminuye (Narh et al., 2024b).

Existen diversas razones por las que se observan estos comportamientos, los péptidos al actual

sobre la membrana celular, su efecto dependera de alcanzar una concentracion critica; si la
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concentracion no es suficiente o si el tiempo de exposicion es corto, solo una parte de la
poblacion se ve afectada (Neshani ef al., 2025).

Finalmente, porcentajes de actividad mayores al 45 % indican que el péptido presenta actividad
biologica sobre las cepas resistentes, afectando su viabilidad celular, y estos resultados son
consistentes con lo reportado para péptidos derivados de LL-37 y péptidos hibridos, donde se
observan reducciones parciales a concentraciones cercanas a la CMI y reducciones mayores
conforme aumenta la concentracion o el tiempo de exposicion (Cafaro ef al., 2023; Narh et al.,

2024b).
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CAPITULO 7

Conclusiones

Usar una proteina de fusion como etiqueta de afinidad permitié la purificacion mediante
cromatografia de afinidad a iones metélicos (IMAC).

Las fracciones purificadas se evaluaron mediante SDS-PAGE, observandose una banda
caracteristica con el peso esperado (17 kDa).

La dilucion en microplaca mostrd actividad bacteriostatica del péptido a una
concentracion de 21 uM.

Se observé una mayor inhibicion frente a P. aeruginosa que frente a A. baumannii, lo
que sugiere diferencias en la estructura celular de cada bacteria, mecanismos de
resistencia y en como estas pueden interferir con la eficacia del péptido.

El recuento en placa demostré una actividad mayor al 45% en ambas bacterias tras 3
horas de exposicion, con una diferencia estadisticamente significativa respecto al
control.

La presencia de la etiqueta CusF3H+ pudo haber influido parcialmente en la actividad
antimicrobiana del péptido, ya que podria generar efectos estéricos o alterar su
conformacion, lo que disminuiria la interaccion con la membrana celular.

Los resultados obtenidos demuestran que el péptido hibrido CusF3H+ LL-
37 Renalexin presenta actividad antimicrobiana potencial frente a bacterias patdogenas

resistentes.
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CAPITULO 8

Perspectivas a futuro

Estudiar el mecanismo de accion a detalle mediante técnicas como la microscopia
electronica, los estudios de interaccion con LPS o los ensayos de permeabilidad.
Evaluar la toxicidad en células eucariotas para determinar el indice terapéutico y su
posible aplicacion como antimicrobiano seguro.

Desarrollar sistemas de liberacion y incorporar el péptido en sistemas de liberacion,

como nanoparticulas o hidrogeles, para mejorar su estabilidad.



CAPITULO9

9. Disposicion de residuos generados

Tabla 3. Tabla de disposicion de los residuos generados en el laboratorio.

RESIDUO

COLECTOR

Solucion buffer TAE (tris glicina SDS)

Solucion buffer TGS (tris acetato EDTA)

Buffer de equilibrio

Buffer de elucion

Tris-HCI, EDTA

CaCl2, NaCl, MgCl2, Kac, glicerol

A: Soluciones salinas de pH 6-8, soluciones
de sales inorganicas, acidos inorganicos,

acidos organicos y bases inorganicas

Agarosa

Poliacrilamida

G: Combinaciones organicas solidas

Azul de coomassie

Cristal violeta

Colorante y Lugol

Medios de cultivo

Esterilizados y basura normal
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