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RESUMEN
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Nimero de paginas: 70
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Proposito y Método de Estudio: Expresar, purificar y evaluar la actividad antimicrobiana del
péptido escigonadina recombinante marcado con SmbP y producido en Escherichia coli. El
péptido fue liberado de la proteina de fusion mediante digestion enzimatica y su actividad se
determind frente a Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos (CRAB) vy
Staphylococcus aureus (MRSA) mediante el método de microdilucién para determinar la MIC.

Contribuciones y conclusiones

e Se obtuvo el péptido escigonadina recombinante en cantidades suficientes para su
caracterizacion y evaluacion antimicrobiana.

e +Laidentidad del péptido fue confirmada mediante analisis electroforético, en el que se
observo el peso molecular esperado.

e+ Se observo una inhibicion casi total del crecimiento de CRAB en todas las
concentraciones evaluadas.

e - Frente a MRSA, el péptido mostrd una actividad significativa, pero parcial, dependiente
de la concentracion.

e -+ Losresultados evidencian el potencial de la escigonadina como agente antimicrobiano,
con mayor eficacia frente a CRAB.

FIRMA DEL ASESOR:

Dr. Xristo Zarate Kalfopulos.
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CAPITULO 1

1.INTRODUCCION

La resistencia antimicrobiana (RAM) se ha consolidado como una de las principales amenazas
para la salud publica a nivel mundial, comprometiendo de manera significativa los avances
logrados en medicina moderna en las Ultimas décadas. Este fendmeno se caracteriza por la
capacidad de los microorganismos para sobrevivir a la accion de farmacos previamente eficaces,
lo que reduce las opciones terapéuticas disponibles y aumenta la morbimortalidad asociada a
infecciones bacterianas [1,4,35]. Organismos internacionales como la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) han advertido que, de no implementarse estrategias efectivas para su control, la RAM
podria convertirse en una de las principales causas de muerte a nivel global en las proximas

décadas, superando incluso a las enfermedades cronicas como el cancer [1,3].

Actualmente, la resistencia antimicrobiana representa una crisis sanitaria global que impacta tanto
a paises desarrollados como a paises en vias de desarrollo. Se estima que mas de 1.2 millones de
muertes anuales estan directamente relacionadas con infecciones causadas por bacterias
resistentes, mientras que un nimero considerable de fallecimientos adicionales se asocia de manera
indirecta a esta problematica [3,35]. Este escenario se ve agravado por diversos factores, entre los
que destacan el uso indiscriminado de antibioticos en la practica clinica, su uso en la produccion
animal y agricola, asi como la limitada innovacién en el desarrollo de nuevos agentes
antimicrobianos [4,41]. En conjunto, estos factores han favorecido la generacion, seleccion y

expansion de cepas bacterianas resistentes en multiples especies de importancia clinica.

Entre los patogenos bacterianos que representan una mayor amenaza se encuentran Acinetobacter

baumannii resistente a carbapenémicos (CRAB) y Staphylococcus aureus resistente a la meticilina
14



(MRSA), ambos reconocidos por su alta capacidad de adaptacion, virulencia y resistencia a
multiples clases de antibioticos [2,3]. Estas bacterias estan frecuentemente asociadas a infecciones
nosocomiales severas, tales como neumonia asociada a ventilacion mecanica, bacteriemias,
infecciones urinarias y complicaciones en heridas quirdrgicas, que presentan altas tasas de

mortalidad y generan una carga significativa para los sistemas de salud [19,21].

Acinetobacter baumannii es una bacteria Gram negativa oportunista que ha emergido como uno
de los patogenos hospitalarios mas problematicos a nivel mundial, particularmente en unidades de
cuidados intensivos. Su notable capacidad para sobrevivir en condiciones ambientales adversas y
persistir en superficies inanimadas facilita su transmision nosocomial, lo que contribuye a brotes

hospitalarios dificiles de controlar [19].

Las cepas resistentes a carbapenémicos (CRAB) representan una amenaza critica debido a que los
carbapenémicos han sido considerados antibidticos de ultima linea para el tratamiento de
infecciones causadas por bacterias Gram negativas. La resistencia en estas cepas se debe a una
combinaciéon de mecanismos, incluyendo la produccién de carbapenemasas, alteraciones en la
permeabilidad de la membrana externa, sobreexpresion de bombas de eflujo y la adquisicion de
elementos genéticos moviles que facilitan la diseminacion horizontal de genes de resistencia

[20,34].

Ademas, la capacidad de 4. baumannii para formar biopeliculas y sobrevivir en condiciones de
estrés contribuye significativamente a su persistencia en ambientes clinicos, lo que incrementa la
dificultad de erradicacion y el riesgo de infecciones recurrentes. Debido a su impacto clinico y
epidemiologico, la OMS ha incluido a 4. baumannii resistente a los carbapenémicos en la categoria

de patdgenos prioritarios criticos para el desarrollo de nuevos antimicrobianos [2].
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Por otro lado Staphylococcus aureus es una bacteria Gram positiva que forma parte del microbiota
normal de la piel y las mucosas humanas; sin embargo, puede comportarse como un patéogeno
oportunista, capaz de causar infecciones que van desde cuadros leves hasta enfermedades

potencialmente mortales [21].

La aparicion de cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) ha complicado
significativamente el tratamiento de las infecciones asociadas a este microorganismo. Este tipo de
resistencia estd mediado principalmente por la adquisicion del gen mecA, que codifica la proteina
PBP2a, una proteina fijadora de penicilina con baja afinidad por los antibidticos B-lactdmicos, lo

que impide la inhibicion eficaz de la sintesis de la pared celular bacteriana [22].

Adicionalmente, muchas cepas de MRSA presentan la capacidad de formar biopeliculas, lo que
incrementa su resistencia a los tratamientos antibidticos y a la respuesta inmune del hospedador.
Este fenémeno favorece la persistencia de infecciones cronicas, especialmente en dispositivos
médicos implantables, lo que constituye un desafio clinico significativo [23]. La evolucion
constante de MRSA ha dado lugar a cepas con mayor virulencia y capacidad de diseminacion, lo

que subraya la necesidad de desarrollar nuevas estrategias terapéuticas [22,23].

Ante el incremento sostenido de bacterias multirresistentes, la busqueda de nuevas alternativas
terapéuticas se ha convertido en una prioridad en el ambito biomédico. En este contexto, los
péptidos antimicrobianos (AMPs) han emergido como candidatos prometedores debido a su
amplio espectro de actividad, su rapidez de accidon y su papel esencial en la inmunidad innata de

diversos organismos [5—7,24-28].
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Los AMPs son moléculas generalmente cortas, con propiedades anfipaticas y una carga neta que
les permite interactuar eficientemente con las membranas celulares bacterianas. Su mecanismo de
accion se basa principalmente en la desestabilizacion de la membrana, lo que conduce a la
formacion de poros, a la pérdida del contenido intracelular y a la muerte celular [5,7,26,39]. No
obstante, estudios recientes han evidenciado que algunos AMPs también pueden interferir con

procesos intracelulares esenciales, ampliando asi su espectro funcional [36,41].

Desde el punto de vista estructural, los AMPs presentan una gran diversidad, que incluye a-hélices,
estructuras B estabilizadas por enlaces disulfuro y conformaciones no convencionales ricas en
residuos especificos. Estas caracteristicas determinan su interaccion con las membranas

bacterianas y su selectividad frente a las células del hospedador [26-28,38].

Una de las ventajas mas relevantes de los AMPs es su menor propension para inducir resistencia
bacteriana en comparacion con los antibidticos convencionales, ya que su mecanismo de accion
suele actuar sobre multiples blancos simultaneamente. Esto los posiciona como una alternativa

terapéutica viable frente a infecciones causadas por patdgenos multirresistentes [27-29,37].
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Figura 1. Representacion esquematica del mecanismo de accion general de los péptidos
antimicrobianos sobre bacterias. Inicialmente ocurre una interaccién con la superficie bacteriana,
seguida de alteraciones en la membrana celular que pueden provocar su ruptura o interferir en
procesos intracelulares esenciales. Estos efectos conducen finalmente a la lisis bacteriana y a la

muerte celular [42].

Los ecosistemas marinos constituyen una fuente rica y diversa de compuestos bioactivos con
potencial farmacologico. En particular, los péptidos antimicrobianos derivados de organismos
marinos han despertado un creciente interés debido a sus propiedades unicas y su eficacia frente a

microorganismos patogenos [9,29-32].
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Estos péptidos han evolucionado en ambientes altamente competitivos, lo que ha favorecido el
desarrollo de estructuras y mecanismos de accion altamente eficientes. Su naturaleza anfipatica les
permite interactuar con la membrana bacteriana, provocando alteraciones en su integridad y

permeabilidad, lo que conduce a la muerte celular [26,31,38].

Los péptidos antimicrobianos (AMPs) de origen marino han despertado un creciente interés debido
a sus propiedades estructurales, las cuales les confieren estabilidad, resistencia a la degradacion
proteolitica y actividad bioldgica en diversas condiciones ambientales. Estas caracteristicas los
convierten en candidatos prometedores para el desarrollo de nuevas alternativas terapéuticas frente

a infecciones causadas por microorganismos multirresistentes [29,32,40].

Entre estos compuestos destaca la escigonadina, un péptido derivado de Scylla serrata que ha
demostrado actividad antimicrobiana frente a diversos microorganismos. Sus propiedades
fisicoquimicas sugieren un mecanismo de accion relacionado con la interaccion y alteracion de las

membranas bacterianas, favoreciendo la inhibicion del crecimiento microbiano [5,8,17,26,39].

Desde una perspectiva biotecnologica, la produccion recombinante de escigonadina en sistemas
de expresion basados en Escherichia coli ha permitido obtener cantidades suficientes para su
caracterizacion y evaluacion funcional. Asimismo, el empleo de proteinas de fusion, como SmbP,
ha contribuido a mejorar la solubilidad, estabilidad y recuperacion de la proteina recombinante
mediante cromatografia de afinidad (IMAC) [11,13,14,17]. Adicionalmente, el uso de cepas
especializadas como E. coli SHuffle favorece la formacion adecuada de enlaces disulfuro, aspecto

fundamental para la correcta estructura y actividad biologica de este péptido [18].

Considerando el potencial antimicrobiano de la escigonadina, resulta relevante evaluar su

actividad frente a patdgenos prioritarios como Acinetobacter baumannii resistente a
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carbapenémicos (CRAB) y Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), con el fin de
explorar su posible aplicacion como alternativa terapéutica ante la creciente problematica de la

resistencia bacteriana.

Debido a la creciente problemdtica de la resistencia antimicrobiana, aunada a la limitada
disponibilidad de nuevos antibidticos eficaces, se pone de manifiesto la necesidad urgente de
explorar alternativas terapéuticas innovadoras. En este escenario, los péptidos antimicrobianos han
surgido como una estrategia prometedora debido a su diversidad estructural, su amplio espectro de

actividad y a los mecanismos de accion que dificultan el desarrollo de la resistencia bacteriana

[27-29,37].

En particular, los péptidos de origen marino representan una fuente prometedora de moléculas
bioactivas con potencial para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas frente a infecciones
causadas por microorganismos multirresistentes [29,32,40]. Entre ellos, la escigonadina ha
despertado interés debido a sus caracteristicas estructurales y funcionales, las cuales sugieren un
mecanismo de accion asociado con la interaccion y alteracion de las membranas bacterianas. Este
mecanismo podria ofrecer ventajas frente a algunos antibioticos convencionales y reducir la

probabilidad de aparicion de resistencia bacteriana [8,17,41].

Asimismo, los avances en biotecnologia han impulsado el desarrollo de sistemas eficientes para la
produccion recombinante de péptidos antimicrobianos, permitiendo superar las limitaciones
asociadas a su obtencion a partir de fuentes naturales. En este sentido, los sistemas de expresion
basados en Escherichia coli, junto con el empleo de etiquetas de fusion como SmbP, han
demostrado ser herramientas eficaces para incrementar la solubilidad, estabilidad y recuperacion
de proteinas recombinantes, facilitando tanto su purificacidon como su posterior caracterizacion

[11,13,14].
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Bajo este contexto, resulta relevante evaluar la actividad antimicrobiana de la escigonadina frente
a patdgenos de importancia clinica, como Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos
(CRAB) y Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), los cuales representan una
amenaza creciente para la salud publica debido a las limitadas opciones terapéuticas disponibles
[2,3]. El estudio de este péptido no solo contribuye a la busqueda de nuevas alternativas
antimicrobianas, sino que también amplia el conocimiento sobre sus mecanismos de accion y su

posible aplicacion en el combate de la resistencia bacteriana.

De esta manera, la investigacion sobre la produccion, purificacion y evaluacion funcional de la
escigonadina se posiciona como una linea de estudio relevante en el campo de la microbiologia
aplicada, con implicaciones tanto cientificas como clinicas en la busqueda de soluciones frente a

la crisis global de la resistencia antimicrobiana.
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CAPITULO 2

2. ANTECEDENTES

2.1 Escigonadina.

Entre los péptidos antimicrobianos de origen marino, la escigonadina (Scygonadin, SCY) ha sido
identificada como una molécula con potencial de actividad antimicrobiana e interés
biotecnologico. Este péptido fue originalmente aislado del plasma seminal del cangrejo Scylla
serrata, donde forma parte del sistema inmunologico innato y desempefia un papel importante en

la defensa frente a microorganismos patogenos [8].

La escigonadina estd compuesta por aproximadamente 102 aminoacidos y presenta un peso
molecular cercano a 11.27 kDa. Desde el punto de vista estructural, se ha descrito que presenta
regiones con potencial para formar enlaces disulfuro, lo cual es esencial para su estabilidad
conformacional y su actividad bioldgica [8,15]. Estas caracteristicas estructurales sugieren que su
actividad antimicrobiana podria estar asociada tanto a interacciones con membranas bacterianas
como a mecanismos mas complejos que implican la alteracion de procesos celulares esenciales

[26,38].

Diversos estudios han demostrado que la escigonadina presenta actividad frente a bacterias Gram
positivas y Gram negativas, incluyendo Micrococcus luteus y Aeromonas hydrophila, 1o que
evidencia su amplio espectro de accion [8]. De manera mas reciente, investigaciones han
comenzado a explorar su eficacia frente a bacterias de relevancia clinica, destacando su potencial

como agente antimicrobiano contra patégenos multirresistentes [17,41].
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Asimismo, se ha propuesto que la escigonadina podria presentar mecanismos de accion distintos
a los de los péptidos antimicrobianos cldsicos, particularmente debido a su naturaleza estructural
y a su posible comportamiento aniénico en determinadas condiciones, lo que abre nuevas
perspectivas en el estudio de AMPs no convencionales [36,39]. En este contexto, el estudio de este
péptido no solo resulta significativo desde el punto de vista terapéutico, sino también para

comprender la diversidad funcional de los sistemas de defensa innatos en organismos marinos.

2.2 Produccion recombinante de péptidos antimicrobianos.

La obtencion de péptidos antimicrobianos a partir de fuentes naturales presenta limitaciones
importantes, como bajos rendimientos, variabilidad en la composicion y dificultades en los
procesos de purificacion. Debido a ello, la produccion recombinante en sistemas heterdlogos se ha
consolidado como una estrategia eficiente para obtener estos compuestos en cantidades suficientes

para su caracterizacion y aplicacion [10,13-16].

Entre los sistemas de expresion mas utilizados, Escherichia coli destaca por su rapido crecimiento,
facilidad de manipulacion genética, bajo costo de cultivo y capacidad para producir proteinas
recombinantes a gran escala [13]. No obstante, la expresion de péptidos antimicrobianos en este
organismo puede verse limitada por factores como la toxicidad para la célula hospedadora, la

formacion de cuerpos de inclusion y la degradacidn proteolitica [10,14].

Para superar estas limitaciones, se han desarrollado diversas estrategias biotecnologicas,
incluyendo la optimizacion de codones, el uso de promotores fuertes, como el sistema T7, la
expresion en condiciones controladas de temperatura y el empleo de etiquetas de fusion que

incrementan la solubilidad y la estabilidad de los péptidos [13,16].
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La produccion recombinante no solo permite obtener mayores cantidades de péptido, sino que
también facilita la introduccion de modificaciones dirigidas que pueden mejorar su actividad
antimicrobiana, su estabilidad estructural o su especificidad frente a determinados
microorganismos [10,41]. En este sentido, esta estrategia resulta fundamental para el desarrollo de

nuevos agentes antimicrobianos basados en péptidos.

2.3 Proteinas de fusion y sistema SmbP.

El uso de proteinas de fusioén representa una de las estrategias mas efectivas para mejorar la
expresion y purificacion de péptidos antimicrobianos en sistemas recombinantes. Estas proteinas
actian como “portadores” que aumentan la solubilidad del péptido, lo protegen frente a la

degradacion y facilitan su recuperacion durante los procesos de purificacion [14].

Entre las proteinas de fusiéon mads recientes destaca SmbP (Small metal-binding protein), una
proteina peripldsmica originalmente identificada en Nifrosomonas europaea. Esta proteina esta
compuesta por aproximadamente 93 aminoacidos y presenta un peso molecular cercano a 9.9 kDa,
lo que la convierte en una etiqueta de fusion de tamafio reducido en comparacién con otras

proteinas utilizadas cominmente [11].

Una de las caracteristicas mas relevantes de SmbP es su capacidad para unirse a iones metalicos
divalentes como Ni**, Cu*" y Zn*', lo que permite su uso en sistemas de purificacion mediante
cromatografia de afinidad a metales inmovilizados (IMAC). Esta propiedad elimina la necesidad
de anadir etiquetas adicionales, como la poli-histidina, lo que simplifica el disefio de los

constructos recombinantes [11,14].
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Eluso de SmbP como etiqueta de fusion presenta multiples ventajas, entre ellas su alta solubilidad,
su estabilidad estructural y su capacidad para mejorar la expresion de péptidos dificiles de producir.
Ademas, se ha demostrado que esta proteina puede actuar como un elemento protector frente a la
degradacion proteolitica, lo cual resulta especialmente relevante en la produccion de péptidos

antimicrobianos [11,17].

En el caso de la escigonadina, el uso de SmbP ha permitido mejorar significativamente los niveles
de expresion y facilitar su purificacion, manteniendo su actividad biologica tras la remocion de la
etiqueta mediante proteasas especificas [17]. Esto posiciona a SmbP como una herramienta
biotecnoldgica clave para el desarrollo de sistemas de produccion eficientes de péptidos

antimicrobianos.

2.4 Sistema de expresion pET30a.

El sistema de expresion pET es uno de los mas utilizados para la produccion de proteinas
recombinantes en Escherichia coli. Este sistema se basa en el uso del promotor T7, que permite

una expresion altamente controlada y eficiente del gen de interés tras la induccion con IPTG [16].

El vector pET30a es ampliamente utilizado debido a su versatilidad, ya que permite la insercioén
de genes de interés en marcos de lectura que incluyen etiquetas de purificacion y sitios de corte
proteolitico. En este tipo de construcciones, el péptido antimicrobiano puede fusionarse a proteinas

como SmbP, lo que facilita su expresion y su posterior purificacion mediante IMAC [11,17].

Adicionalmente, estos sistemas suelen incorporar sitios de reconocimiento para enzimas

proteoliticas especificas, como la enteroquinasa, lo que permite separar la proteina de fusion del
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péptido de interés tras la purificacion. Este paso es fundamental para recuperar el péptido en su
forma activa y funcional [17].

El sistema pET30a, en combinacion con estrategias de fusion y condiciones de expresion

optimizadas, ha demostrado ser una plataforma robusta para la produccion de péptidos

antimicrobianos recombinantes con aplicaciones tanto en investigacion como en desarrollo
biotecnoldgico.
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Figura 2. Sistema de expresion basado en promotor T7 (pET30a) para la produccion recombinante
de péptidos antimicrobianos.

2.5 Expresion en E. coli SHuffle.

La correcta formacion de enlaces disulfuro es un factor critico para la estabilidad y actividad

bioldgica de muchos péptidos antimicrobianos. Sin embargo, el citoplasma de Escherichia coli
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presenta un ambiente reductor que dificulta la formacion de estos enlaces, lo que puede afectar

negativamente el plegamiento de proteinas recombinantes [15].

Para abordar esta limitacion, se han desarrollado cepas modificadas, como E. coli SHuffle, que
presentan alteraciones en las vias redox celulares que favorecen la formacion de enlaces disulfuro
en el citoplasma. Estas cepas presentan mutaciones en genes como t7xB y gor, lo que propicia un

ambiente mas oxidante para el plegamiento correcto de proteinas complejas [18].

El uso de cepas SHuffle ha demostrado mejorar significativamente la solubilidad, la estabilidad y
la actividad bioldgica de proteinas recombinantes que contienen enlaces disulfuro. En el caso de
péptidos antimicrobianos como la escigonadina, esta estrategia resulta particularmente relevante,
ya que permite obtener productos funcionales sin necesidad de procesos adicionales de refolding

[18].
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CAPITULO 3

3. Hipotesis y Objetivos

3.1 Hipdtesis

El péptido antimicrobiano anionico escigonadina recombinante, producido en Escherichia coli'y
fusionado a la proteina SmbP, presentard actividad antimicrobiana contra Acinetobacter baumannii
resistente a carbapenémicos (CRAB) y Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (MRSA),
con una concentracion inhibitoria minima (MIC) cercana a 15 pM.

3.2 Objetivo general

Determinar la concentracién inhibitoria minima (MIC) del péptido escigonadina recombinante

frente a cepas resistentes de Acinetobacter baumannii y Staphylococcus aureus.

3.3 Objetivos especificos

1- Expresar, purificar y caracterizar el péptido escigonadina recombinante producido en

Escherichia coli.

2- Evaluar la actividad antimicrobiana del péptido escigonadina recombinante frente a cepas

de CRAB y MRSA mediante el método de microdilucién en caldo.

3- Determinar la concentracion inhibitoria minima (MIC) del péptido frente a ambas

bacterias.
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CAPITULO 4

4. Metodologia

El péptido escigonadina se obtendrd mediante transformacion con el ADN plasmidico. Las cepas
bacterianas que se utilizaran, Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos (CRAB) y
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), seran aisladas y caracterizadas por el
Laboratorio de Patologia Clinica del Hospital Universitario. Los medios de cultivo, reactivos y
demas materiales necesarios para llevar a cabo los ensayos, incluidos los kits para la preparacion
de soluciones y la determinacion de la actividad antimicrobiana, seran adquiridos de proveedores

especializados.

4.1 Metodologia General

Transformacion Seleccidn de colonias Cultivo inicial (preinoculo)

J

Lisis celular y clarificado Expresion a Gran escala (11) Expresion a pequefia escala.
-— 1«!1.4.11&‘.299.1.1\ con IPTG 4+ | Induccién con IPTG
SDS-PAGE S5DS-PAGE

Purificacién IMAC (Ni-NTA) Digestion Enteroquinasa
Elucién con imidazol > | SDS-PAGE —
Calcular La MIC Ensayo antimicrobiano (MIC) Segunda purificacion IMAC
CRAB y MRSA <+«— CRAB y MRSA <+——| Columna de gravedad
(Resina)

Figura 3. Metodologia general de trabajo
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4.2 Expresion y purificacion del péptido.

Utilizando un ADN plasmidico positivo, se llevo a cabo la transformacion en la cepa E.
coli SHuffle, la cual se utiliza para la expresion de proteinas con enlaces disulfuro. En
un tubo Eppendorf de 1.5 mL se colocaron 30 pL de células calcio-competentes mas 1.5
uL (10 — 15 ng) de ADN plasmidico; se incubaron en hielo durante 30 min vy,
posteriormente, se llevo a cabo el choque térmico a 42 °C durante 45 segundos; una vez

finalizada la reaccion, se incubaron en hielo durante 2 min. Después, se afiadieron 800

uL de caldo LBy se mezclé suavemente, la reaccion se incubo a 37 °Ccon agitacion (150
rpm) por 1 hora. Posteriormente, los tubos se centrifugaron a 13,300 rpm durante 2 min;
se retird el exceso de medio, dejando aproximadamente 100 pL, en los que se
resuspendieron y se sembraron las células en placas de LB/kanamicina mediante la
técnica de extension por varilla; finalmente, las placas se incubaron a 37 °C durante 16

horas.

4.2.1 Microexpresion.
De las placas con celulas transformadas, se tomaron diversas colonias las cuales fueron sembradas

en un tubo con 2 mL de caldo LB/kanamicina y se incubaron a 37 9C con agitacién (150 rpm)
hasta que alcanzaran una D.0.600 entre 0.4 — 0.6, cuando los in4culos alcanzaron esta D.O. se

agregaron 2 pL de Isopropil-B-p-tiogalactopirandsido (IPTG) 0.1 M alcanzando una concentracion

final de 0.2 mM; después se incubaron a 25 OC con agitacion (150 rpm) por 16 horas.
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La biomasa se recolecté mediante centrifugacién 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 1M
pH 6.08, 4 mL glicerol 100%, 0.8 g SDS, 4 mg azul de bromofenol, 0.5 mL B-mercaptoetanol, 3.1
mL agua destilada). El pellet fue resuspendido en 100 pL. de agua estéril y 20 uL. 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.

4.2.2 Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

La caracterizacidn de las proteinas obtenidas durante el proceso de expresion se realiz6 mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). Se prepar6
un gel de resolucion al 15% mezclando 1.775 mL de agua destilada, 1.875 mL de acrilamida al
40%, 1.250 mL de buffer de resolucion (Tris-HCI 1.5 M, pH 8.8), 50 uL de SDS al 10%, 2.5 uL
de TEMED y 25 uL de persulfato de amonio (APS) al 10%. Posteriormente se prepar6 un gel de
apilamiento al 4%, compuesto por 3.8 mL de agua destilada, 0.5 mL de acrilamida al 40%, 1.250
mL de buffer de apilamiento (Tris-HCI 0.5 M, pH 6.8), 50 uL de SDS al 10%, 2.5 uL de TEMED
y 25 pL de persulfato de amonio al 10%.

Como sistema amortiguador para la corrida electroforética se utilizd buffer de electrodos Tris-
glicina-SDS (25 mM Tris, 192 mM glicina y 0.1% SDS, pH aproximado de 8.3). El gel de
resolucion se vertio cuidadosamente entre dos placas de vidrio del sistema de electroforesis y se
afiadieron 200 uL de butanol sobre la superficie para evitar la formacion de burbujas y permitir
una polimerizacion adecuada. El gel se dejo solidificar durante 30 minutos. Posteriormente, se
retird el butanol y el gel se lavo tres veces con agua destilada para eliminar los residuos. A
continuacion, se vertid el gel de apilamiento al 4% y se dej6 polimerizar durante 25 minutos.
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Una vez preparado el sistema, se cargaron 3 pL de cada muestra en los pozos del gel, junto con 3
uL de marcador de peso molecular New England Biolabs (NEB, utilizado como referencia para
estimar el peso molecular de las proteinas analizadas. La corrida electroforética se llevo a cabo
inicialmente a 80 V durante 10 minutos para permitir el apilamiento de las proteinas, seguida de
110 V durante aproximadamente 1.3 horas para la separacion de las bandas proteicas.

Finalizada la electroforesis, el gel fue tefiido con Coomassie Brilliant Blue para visualizar las
bandas proteicas. Posteriormente se realiz6 un proceso de decoloracion hasta obtener un fondo
claro que permitiera distinguir adecuadamente las proteinas separadas.

El peso molecular de las proteinas observadas se estimé mediante la comparacion con el marcador
de peso molecular, con un rango de masas moleculares de 10 a 200 kDa, compuesto por 13 bandas
de referencia correspondientes a 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70, 85, 100, 150 y 200 kDa. En
particular, se detectd una banda correspondiente a la proteina de fusién SmbP-escigonadina, con
un peso molecular aproximado de 21.17 kDa, resultado de la suma del dominio SmbP (9.8 kDa) y

del péptido escigonadina (11.27 kDa).

4.3 Escalamiento de la expresion de proteinas a 1 L de medio de cultivo

Para la expresion del constructo SmbP-escigonadina, se inocularon 200 pL de células
transformadas de Escherichia coli SHuffle en 10 mL de medio LB suplementado con kanamicina
a 30 ug/mL. El cultivo se incubd a 37 °C, con agitacion a 150 rpm, durante aproximadamente 16
horas, con el objetivo de obtener un cultivo inicial.

Posteriormente, la expresion a mayor escala se realizé utilizando cinco matraces de 500 mL, cada
uno con 200 mL de medio LB con kanamicina (30 ug/mL), para un volumen total de cultivo de 1

L. Cada matraz fue inoculado con el cultivo previo y se incubd a 37 °C y 150 rpm durante 3—-4
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horas, hasta que los cultivos alcanzaron una densidad optica a 600 nm (OD600) entre 0.4 y 0.6.

Una vez alcanzada la fase de crecimiento deseada, se indujo la expresion del constructo mediante
la adicion de 200 uL de IPTG, obteniéndose una concentracion final de 1 M. Después de la
induccidn, los cultivos se incubaron a 25 °C con agitacion a 150 rpm durante 16 horas para

favorecer la produccion de la proteina recombinante.

4.3.1 Lisis célular y obtencion de clarificado

Finalizado el periodo de expresion, las células bacterianas fueron recolectadas mediante
centrifugacion refrigerada a 4 °C durante 15 minutos a 12,000 rpm, utilizando tubos de 500 mL.
Los pellets celulares obtenidos fueron resuspendidos en un buffer de lisis compuesto por 50 mM
de Tris y 500 mM de NacCl, ajustado a pH 8.08.

Para facilitar la ruptura celular se afiadieron 22 g de perlas de vidrio de 0.1 mm, junto con 10 uL
de coctel inhibidor de proteasas y 10 uL de antiespumante, con el fin de evitar la degradacién
proteica y la formacion excesiva de espuma durante el proceso de lisis. Las muestras fueron
sometidas a agitacién en vértex durante 10 minutos, alternando periodos de vértex con
incubaciones en hielo para evitar el aumento de la temperatura del lisado.

Posteriormente, el material celular fue sometido a centrifugacion refrigerada a 4 °C durante 20
minutos a 12,000 rpm para separar los restos celulares insolubles. Finalmente, el sobrenadante
clarificado, que contiene proteinas solubles, fue cuidadosamente transferido a un tubo Falcon de

50 mL limpio para su purificacion posterior.
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4.3.2 Purificacion de la proteina recombinante mediante cromatografia de afinidad a

metales inmovilizados IMAC).

La purificacion de la proteina recombinante SmbP-escigonadina se llevo a cabo en un sistema
AKT A Prime Plus (GE Healthcare) mediante cromatografia de afinidad por metales inmovilizados
(IMAC). Este método se basa en la interaccién entre los residuos de histidina presentes en la
etiqueta 6xHis de la proteina de fusion y los iones metalicos inmovilizados en la matriz
cromatografica, que pueden ser niquel, cobre o zinc.

Para la purificacién, se empled una columna HisTrap FF de 1 mL, previamente cargada con iones
de Ni(ll). Antes de la aplicacion de la muestra, la columna fue equilibrada con cinco volimenes
de buffer de equilibrio (50 mM Tris, 500 mM NacCl, pH 8.08), manteniendo un flujo de 0.7 mL/min
y una presion maxima de 0.5 MPa.

Posteriormente, el lisado celular previamente clarificado se cargo en la columna, recolectando
simultdneamente el percolado correspondiente a las proteinas que no presentaron afinidad por la
resina. Una vez aplicada la muestra, la columna se lavé con 10 volumenes del mismo buffer de
equilibrio (50 mM Tris, 500 mM NacCl, pH 8.08) con el fin de eliminar proteinas unidas de manera
inespecifica, y el lavado se continu6 hasta que la absorbancia registrada descendi6 a
aproximadamente 0.09 a 280 nm.

La elucion de la proteina recombinante se realiz6 mediante la adicion directa de un buffer de
elucion compuesto por 50 mM Tris, 500 mM NaCl y 200 mM de imidazol ajustado a pH 8.0, el
cual compite con las histidinas de la proteina por los sitios de unién del niquel. La elucién se
efectué en un solo paso utilizando la concentracién maxima de imidazol, recolectandose tres
fracciones consecutivas de 1 mL cada una, manteniendo un flujo constante de 0.7 mL/min y una

presién menor a 0.5 MPa.
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Las fracciones obtenidas se analizaron posteriormente para evaluar la presencia y la pureza de la

proteina recombinante.

4.3.3 Analisis de las fracciones de la expresion a escala de 1 L mediante SDS-PAGE

Con el objetivo de evaluar la presencia y el peso molecular de la proteina recombinante obtenida
tras la purificacion por cromatografia de afinidad por metales inmovilizados (IMAC), se analizaron
las fracciones correspondientes al pico de elucion mediante electroforesis en gel de poliacrilamida
bajo condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE).

Para la separacién de las proteinas se preparé un gel de resolucion al 15%, el cual se obtuvo
mezclando 1.775 mL de agua destilada, 1.875 mL de solucion de acrilamida al 40%, 1.250 mL de
buffer de resolucion (pH 8.8), 50 uL de SDS al 10%, 2.5 uL. de TEMED y 25 uL de persulfato de
amonio (APS) al 10%. Posteriormente se prepar0 el gel de apilamiento al 4%, compuesto por 3.8
mL de agua destilada, 0.5 mL de acrilamida al 40%, 1.250 mL de buffer de resolucién (pH 8.8),
50 pL de SDS al 10%, 2.5 uL. de TEMED y 25 uL de persulfato de amonio al 10%.

Las fracciones recolectadas durante la etapa de elucion fueron cargadas en los pocillos del gel para
su analisis electroforético, lo que permitié observar el patréon de bandas proteicas y confirmar la

presencia de la proteina recombinante de interés.

4.3.4 Dialisis para la remocion de imidazol

Las fracciones obtenidas durante la etapa de elucion fueron sometidas a dialisis para eliminar el
imidazol del buffer de elucion. Para ello, las muestras se colocaron en una membrana de dialisis

SnakeSkin™ con un peso molecular de corte (MWCO) de 10 kDa, que permite la difusion de
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moléculas pequefias, como el imidazol, mientras retiene las proteinas de mayor tamafio.
Posteriormente, la membrana fue sumergida en un buffer de dialisis frio compuesto por 50 mM
Tris-HCIl y 500 mM NacCl, ajustado a pH 8.0, manteniendo una agitacion suave para favorecer el
intercambio de solutos. Se realizaron tres cambios de buffer de diélisis, cada uno de 1 hora, con el
fin de asegurar la eliminacion progresiva del imidazol. Finalmente, se realiz6 un cuarto cambio de
buffer y la muestra se mantuvo en diélisis durante toda la noche.

El proceso de dialisis se llevo a cabo a temperatura ambiente (24 °C) para preservar la estabilidad

de la proteina recombinante.

4.3.5 Cuantificacion de proteinas mediante el método de Bradford

La concentracion de proteina en las muestras se determind mediante el método de Bradford, que
se basa en la unién del colorante Coomassie Brilliant Blue G-250 con los grupos basicos y
aromaticos presentes en las proteinas, lo que produce un cambio en la absorbancia proporcional a
la concentracion proteica.

Para la cuantificacion se construy6 una curva de calibracién utilizando albumina sérica bovina
(BSA) como estandar, empleando un rango de concentraciones de 0.1, 0.2,0.4,0.6,0.8, 1.0y 1.3
pug/mL. En cada celda se colocaron 20 pL de las diferentes diluciones del estandar, a los cuales se
afladieron 1 mL de reactivo de Bradford preparado a una concentracion de 1X.

Las mezclas se homogenizaron suavemente y se dejaron incubar durante 10 minutos a temperatura
ambiente y en completa oscuridad para permitir el desarrollo completo de la reaccién
colorimetrica. Posteriormente, la absorbancia fue medida a una longitud de onda de 595 nm
utilizando un espectrofotometro JENWAY (7305), y los valores obtenidos se emplearon para
construir la curva estandar. Finalmente, la concentracion de proteina en las muestras se determin6
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mediante la interpolacion de los valores de absorbancia obtenidos en la curva de calibracion.
Todas las determinaciones se realizaron por triplicado y los resultados se expresaron como el

promedio £ desviacion estandar.

4.3.6 Remocion del tag de afinidad mediante digestion con enteroquinasa

La separacion del péptido de interés a partir de la proteina de fusion SmbP-escigonadina se llevo
a cabo mediante digestion enzimatica con enteroquinasa porcina de cadena ligera (GenScript), que
reconoce especificamente el sitio de clivaje disefiado entre la proteina portadora y el péptido.

Para la digestion se utilizd la totalidad de la proteina obtenida tras el proceso de dialisis y
cuantificada mediante el método de Bradford, correspondiente a 3 mL de muestra. A esta solucion
proteica se afiadieron 6.4 uL de enteroquinasa (100 pg/uL) y la reaccion se incubd a 22 °C durante

22 horas, permitiendo la escision del péptido escigonadina del dominio de fusion SmbP.

4.3.7 Segunda purificacion en columna de gravedad con resina de afinidad

Después de la digestiéon enzimatica con enteroquinasa, se realiz6é una segunda purificacion en una
columna de gravedad con resina de afinidad a histidinas, con el objetivo de separar el péptido
escigonadina de la proteina portadora SmbP. Este procedimiento se basa en que las proteinas que
conservan la etiqueta de histidina presentan afinidad por la resina, mientras que el peptido liberado
se recupera principalmente en la fraccidn no retenida.

Para ello, se colocaron 2.5 mL de resina en una columna de gravedad y se permitid el drenaje del
liquido de conservacion. Posteriormente, la resina se lavé con 8 volimenes de agua destilada (8

mL en total) para eliminar el conservante. Una vez acondicionada, la columna se equilibro con 5
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volimenes de buffer de equilibrio compuesto por 50 mM Tris y 500 mM NaCl, pH 8.0,
equivalentesa 5 mL.

Posteriormente, se aplico a la columna la muestra digerida completa (3 mL), lo que permitio su
interaccion con la resina. La columna se mantuvo en incubacion a 4 °C durante 1 hora, realizando
una homogenizacion suave cada 15 minutos para favorecer la union de las proteinas con afinidad
por la matriz.

Finalizado el tiempo de incubacion, se retird el tapdn inferior de la columna y se recolectd el
percolado, correspondiente a la fraccion que no se unio a la resina y en la que se recuperd
principalmente el péptido escigonadina. Posteriormente, se realizaron dos lavados con 1 mL de
buffer de equilibrio cada uno (2 mL en total), recolectando cada fraccidn por separado.
Finalmente, las proteinas retenidas en la resina fueron recuperadas mediante tres eluciones
consecutivas, utilizando 2.5 mL de buffer de elucion en cada una. Las fracciones obtenidas durante
este procedimiento fueron analizadas posteriormente mediante Tricine-SDS-PAGE, que permite
una mejor resolucion de proteinas y péptidos de bajo peso molecular. Para ello se empled un gel
al 15%, con el objetivo de verificar la eficiencia del corte enzimatico y observar la separacion de

las bandas correspondientes a SmbP (9.8 kDa) y escigonadina (11.27 kDa)

4.3.8 Preparacion del gel de Tricine (SDS-PAGE).

Para el andlisis de proteinas y péptidos de bajo peso molecular se utilizo un sistema Tricine-SDS-
PAGE, que permite una mejor resolucion de proteinas pequefias en comparacion con el sistema
SDS-PAGE convencional. Se preparé un gel de resolucion al 15% utilizando una solucion de
acrilamida al 30%.

La mezcla para el gel de resolucion al 15% se prepardé combinando 2.500 mL de acrilamida al
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30%, 2.300 mL de buffer de resolucion, 0.145 mL de agua destilada, 3 pL. de TEMED y 50 pL de
persulfato de amonio (APS). La solucion se mezclo suavemente y se vertio entre las placas de
vidrio del sistema de electroforesis hasta alcanzar la altura deseada. El gel se dejé polimerizar a
temperatura ambiente.

Posteriormente se preparo el gel de apilamiento al 4%, mezclando 0.660 mL de acrilamida al 30%,
0.760 mL de buffer de apilamiento, 3.420 mL de agua destilada, 5 pLL de TEMED y 150 pL de
APS. Esta mezcla se verti6 sobre el gel de resolucidn previamente polimerizado y se coloco el

peine para formar los pocillos. El gel se dejé solidificar por completo antes de su uso.

Para la preparacion de las muestras se mezclaron 10 pL. de muestra proteica con 10 puL de buffer
de carga (Sample Buffer 2X) en un microtubo. La mezcla se incubé a 80 °C durante 3 minutos
para favorecer la desnaturalizacion de las proteinas.

Posteriormente, las muestras se cargaron en los pocillos del gel utilizando 3.5 pLL de muestra por
pocillo.

La electroforesis se llevo a cabo utilizando buffer de corrida tricina compuesto por 100 mM Tris,
100 mM tricina 'y 0.1% (p/v) SDS. Este buffer se prepard disolviendo 12.1 g de Tris base, 17.9 ¢
de tricinay 1 g de SDS en 1 L de agua desionizada, sin necesidad de ajustar el pH. Aplicando
inicialmente 100 V durante aproximadamente 20—30 minutos para permitir el apilamiento de las
proteinas. Posteriormente, el voltaje se incrementé a 125 V, manteniendo la corrida hasta

completar la separacion de las bandas proteicas
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4.3.9 Evaluacion de la actividad antimicrobiana.

Las cepas bacterianas utilizadas en este estudio fueron proporcionadas por el Departamento de
Patologia Clinica del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez”, ubicado en Monterrey,
Nuevo Ledn.

La actividad antimicrobiana del constructo SmbP-escigonadina se evalué frente a cepas clinicas
de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) y Acinetobacter baumannii resistente a
los carbapenémicos (CRAB) mediante el método de dilucion en microplaca, con el fin de
determinar la concentracion minima inhibitoria (MIC).

Las colonias frescas de los aislados clinicos se cultivaron en agar LB e incubaron a 37 °C durante
24 horas. Posteriormente, se seleccionaron 3-4 colonias aisladas de la placa y se suspendieron en
solucion salina estéril, ajustando la turbidez de la suspension bacteriana a 0.5 en la escala de
McFarland.

Una vez ajustada la densidad celular, las suspensiones bacterianas se diluyeron en caldo Mueller-
Hinton (MH). Posteriormente, se realizé una dilucion 1:100, agregando 100 pL de la suspension
bacteriana a 9.9 mL de medio estéril, con el objetivo de obtener una concentracion final
aproximada de 5 x 10° UFC/mL.

La concentracion inicial del péptido escigonadina se prepar0 a 8 uM, a partir de la cual se
realizaron diluciones seriadas para obtener las concentraciones finales de 8 uM, 4 uM, 2 uM, 1
uM, 0.5 uM y 0.25 uM.

Las pruebas se realizaron en placas de microtitulacion estériles de 96 pozos, en las cuales se
distribuyeron las diferentes concentraciones del constructo junto con el inoculo bacteriano
correspondiente. Cada pozo contenia el volumen adecuado de medio de cultivo, la suspension
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bacteriana y la concentracion correspondiente del péptido recombinante.

Durante el ensayo se incluyeron controles positivos y negativos, asi como un blanco, con el fin de
validar los resultados obtenidos. El control positivo consistio en pozos que contenian el inoculo
bacteriano en el medio correspondiente, sin la adicion del péptido, con el objetivo de confirmar la
viabilidad y el crecimiento normales de las bacterias. El control negativo estuvo compuesto por
medio estéril sin indculo bacteriano, lo que permitié verificar la ausencia de contaminacion en el
sistema. Por su parte, el blanco consistié en pozos que contenian Gnicamente el medio de cultivo,
utilizados para ajustar la lectura de absorbancia en el lector de microplacas. Los valores de
absorbancia obtenidos para cada tratamiento se normalizaron respecto al control de crecimiento,
considerado como el 100 % de crecimiento bacteriano. EIl porcentaje de crecimiento relativo se
calculé mediante la ecuacion:

Crecimiento relativo (%) = (Absorbancia del tratamiento / Absorbancia del control de crecimiento)
x 100

Las microplacas se incubaron a 37 °C durante 18 horas. Posteriormente, el crecimiento bacteriano
se evalué mediante la medicion de la densidad 6ptica a 600 nm con un lector de microplacas.

La actividad antimicrobiana de la escigonadina se determind a partir de la reduccion del
crecimiento bacteriano en comparacion con el control de crecimiento. Todos los ensayos se

realizaron por triplicado y los resultados se expresaron como promedio + desviacion estandar.
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Figura 4. Disefio de la placa de microdilucion utilizada para la determinacion de la actividad
antimicrobiana de escigonadina recombinante frente a (CRAB) y (MRSA). Se incluyeron
controles negativos (CN), controles positivos (CP), blanco de medio (B) y diluciones seriadas del

péptido en concentraciones de 8.0 a 0.25 uM, evaluadas por triplicado
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CAPITULO S

5. Resultados

5.1 Transformacion y expresion del constructo recombinante SmbP-escigonadina

La obtencion del constructo recombinante SmbP-escigonadina comenz6 con la transformacién de
células competentes de Escherichia coli SHuffle. Posteriormente, las bacterias fueron sembradas
en medio LB suplementado con kanamicina, observandose el crecimiento de colonias bajo
condiciones de seleccion. Este resultado confirmd la incorporacion exitosa del plasmido
recombinante y permitio la obtencidn de clones viables para los ensayos posteriores de expresion

proteica.

Para evaluar la produccion de la proteina recombinante, las células transformadas fueron
cultivadas en medio LB con kanamicina, incubadas inicialmente a 37 °C e inducidas
posteriormente con IPTG. Tras la induccion, los cultivos se mantuvieron a 25 °C para favorecer la

expresion del constructo SmbP-escigonadina, la cual fue analizada mediante SDS-PAGE.

En la Figura 5 se muestra el perfil electroforético correspondiente a la expresidn a pequefia escala.
El carril 1 corresponde al control de la cepa E. coli SHuffle, mientras que el carril 2 corresponde
al marcador de peso molecular. En los carriles del 3 al 6, correspondientes a las muestras inducidas,
se observa una banda intensa alrededor de 21.1 kDa, consistente con el peso molecular teérico de

la proteina de fusiébn SmbP-escigonadina.
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La ausencia de esta banda en el control y su presencia en las muestras inducidas indican que la
expresion del constructo fue exitosa. Asimismo, la intensidad de la banda observada sugiere una

produccién adecuada de la proteina recombinante en las condiciones de cultivo empleadas.

Para confirmar la consistencia del sistema, se realizé un segundo andlisis (Figura 5), en el que se
observa nuevamente una banda definida cercana a 21 kDa en los carriles correspondientes a las
muestras inducidas (del 8 al 10), mientras que los controles (del 2 y del 7) no presentan dicha sefial.
En conjunto, estos resultados demuestran que la transformacion de E. coli SHuffle fue exitosa y
que las condiciones de induccion empleadas permitieron la expresion reproducible del constructo

SmbP-escigonadina, lo que permitid continuar con las etapas posteriores de purificacion y

caracterizacion del péptido.
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Figura 5. Microexpresion de SmbP-SCY en E. coli SHuffle en SDS-PAGE al 15%. Donde se observa en el

carril 1 el marcador de peso molecular, y del carril 2 al 5 la expresion a pequefia escala de SmbP-SCY.
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5.1.2 Expresidn a gran escala y purificacion del constructo SmbP-escigonadina

Una vez confirmada la expresion del constructo SmbP-escigonadina a pequefia escala, se procedio
a escalar el proceso de producciéna un volumen total de 1 L de cultivo, con el objetivo de obtener
una mayor cantidad de proteina recombinante para su posterior purificacién y caracterizacion.
Bajo las mismas condiciones previamente establecidas, las células de E. coli SHuffle
transformadas fueron cultivadas en medio LB suplementado con kanamicina, incubadas
inicialmente a 37 °C hasta alcanzar la fase exponencial, seguidas de la induccién con IPTG y una
incubacion posterior a 25 °C. Estas condiciones favorecieron la producciéon de la proteina
recombinante, o que permitio obtener una biomasa suficiente para los procesos de purificacion.
La purificacion de la proteina de fusion se llevd a cabo mediante cromatografia de afinidad por
metales inmovilizados (IMAC), aprovechando la presencia de la etiqueta de histidinas en el
constructo. EI perfil cromatografico obtenido se muestra en la Figura 6, donde se observa un
incremento notable en la absorbancia a 254 nm durante la fase de elucion, lo que indica la
liberacion de proteinas retenidas en la columna.

Durante la etapa de elucion, realizada con un buffer que contenia 200 mM de imidazol, se registro
un pico bien definido, lo que sugiere la recuperacién de la proteina recombinante con afinidad por
la resina. Este comportamiento es caracteristico de proteinas que presentan etiquetas de histidina,
ya que el imidazol compite con los iones metalicos de la columna por los sitios de union.

Con el fin de analizar con mayor detalle la fraccidn correspondiente al pico de elucién, se gener6
el cromatograma mostrado en la Figura 7, donde se observa un méaximo de absorbancia en un
volumen aproximado de 1.4175 mL, con un valor cercano a 1922 mAu. Este pico indica la
concentracion de proteina en dicha fraccion, lo que sugiere una elucion eficiente del constructo

SmbP-escigonadina.
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En conjunto, estos resultados evidencian aue el sistema de expresion a aran escala permitio obtener

SmbP-Escigonadina
cantidades suficientes de proteina recombinante y que la estrategia de purificacion por IMAC

resulto efectiva para su recuperacion. Esto permitié continuar con las etapas posteriores de la

dialisis, la digestion enzimatica y la evaluacién funcional del péptido.

Cromatograma
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Figura 6. Cromatograma de purificacion por IMAC de SmbP-escigonadina (21kDa) expresado en

E. coli SHuffle. Elucién en un solo paso con una solucién amortiguadora de imidazol a 200 mM.
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Figura 7. Cromatograma de elucion correspondiente a SmbP-escigonadina. Se observa un pico
principal de elucion a un volumen de aproximadamente 1.4175 mL, con una absorbancia maxima

cercana a 1922.33 mAU, lo que indica la presencia predominante de la proteina de interés.

5.1.3 Analisis de la purificacion del constructo SmbP-Escigonadina mediante SDS-PAGE

Con el fin de evaluar la eficiencia del proceso de purificacion mediante cromatografia de afinidad,

las diferentes fracciones obtenidas se analizaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida

(SDS-PAGE) al 15%.

En la Figura 8, el carril 1 corresponde al marcador de peso molecular, el carril 2 al lisado total y el
carril 3 a la fraccion de percolado. En los carriles del 4 al 10, correspondientes a las fracciones de
elucion, se observa una banda intensa alrededor de 21.1 kDa, consistente con el peso molecular

esperado de la proteina de fusion SmbP-escigonadina.

La disminucion de la intensidad de esta banda en la fraccidon de percolado, en comparacion con las

fracciones de elucion, sugiere que una proporcion importante de la proteina recombinante se unio6
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a la resina durante la cromatografia. Asimismo, la presencia de la banda de interés en multiples

fracciones de elucion indica que el proceso permiti6 recuperar la proteina de forma progresiva.

Estos resultados indican que la estrategia de purificacion mediante IMAC fue efectiva para la
recuperacion del constructo SmbP-escigonadina, lo que permitid obtener fracciones enriquecidas
en la proteina de interés, que se utilizaron para los procesos posteriores de dialisis y digestion

enzimatica.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

200 kDa — we

50kDa— wee BN

Figura 8. Gel de SDS-PAGE al 15% después de la purificacion en IMAC. En el 1° carril
observamos el marcador de peso molecular; en el 2° carril, la lisis total; en el 3° carril, la fraccién

percolada; y en los carriles del 4 al 10, las fracciones correspondientes a la elucion.
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5.1.4 Cuantificacion de proteina mediante el método de Bradford.

La concentracion de la proteina recombinante obtenida tras el proceso de purificacion se determin6
mediante el método de Bradford, utilizando albimina sérica bovina (BSA) como estandar. La
curva de calibracion se construy6 en un rango de concentraciones de 0.5 a 1.35 mg/mL, a partir de

mediciones de absorbancia a 595 nm.

Las absorbancias se corrigieron respecto al blanco, que presentd un valor de cero, por lo que no
fue necesario realizar ajustes adicionales en los datos experimentales. A partir de los valores
promedio de las tres réplicas, se genero la curva estandar de BSA, observandose una relacion lineal

entre la concentracion de proteina y la absorbancia.

El analisis de regresion lineal permitié obtener la ecuacion y = 0.8348x + 0.1239, con un
coeficiente de determinacion R? = 0.9822, lo que indica una adecuada correlacion entre ambas

variables dentro del rango evaluado.

A partir de esta ecuacion, las concentraciones de las muestras problema se determinaron mediante
interpolacion lineal, lo que permitid estimar de manera confiable la cantidad de proteina
recombinante obtenida tras la purificacion. El andlisis reveldo una concentracion promedio de
6.893mg de proteina recombinante purificada, evidenciando un rendimiento satisfactorio del

proceso de produccion y purificacion.

Promedio
Concentracion Absorbancia Absorbancia Absorbancia
(ng/mL) réplica 1 réplica 2 réplica 3 de
absorbancia
0.50 0.525 0.525 0.525 0.525000
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0.60 0.678 0.678 0.678 0.678000
0.70 0.696 0.696 0.701 0.697667
0.80 0.798 0.803 0.797 0.799333
0.90 0.826 0.826 0.826 0.826000
1.15 1.054 1.054 1.059 1.055667
1.25 1.214 1.214 1.214 1.214000
1.35 1.248 1.248 1.249 1.248333

Tabla 1. Datos de la curva de calibracion estandar de BSA.

Curva de calibracidédn estandar de

BSA

1.6
g 1.4 y = 1.1766x = 0.1297 @
g 1.
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Concentraciones (ug/mL)

Figura 9. Curva estandar de BSA obtenida mediante el método de Bradford. Relacion entre la
concentracion de albumina sérica bovina (BSA) y la absorbancia a 595 nm. Los datos
corresponden al promedio de tres mediciones independientes. La linea representa el ajuste de

regresion lineal (y = 0.8348x + 0.1239; R2 = 0.9822).
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5.1.5 Analisis del péptido escigonadina libre mediante SDS-PAGE en geles de Tricina.

La obtencion del péptido escigonadina libre se confirmé mediante el andlisis por Tricina SDS-
PAGE tras la digestion enzimatica del constructo SmbP-escigonadina y su posterior purificacion

en una columna de gravedad con resina Ni-IMAC.

Como se observa en la Figura 11, correspondiente al gel posterior al proceso de digestion, se
evidencia la aparicion de una banda con un peso molecular aproximado de 11.27 kDa, consistente
con el tamafio esperado del péptido escigonadina libre. En los carriles correspondientes a las
fracciones digeridas (3) se observa una disminucion de la intensidad de la banda del constructo
completo (21 kDa), junto con la presencia de bandas de menor peso molecular, lo que sugiere un

corte enzimatico eficaz.

Asimismo, las fracciones de elucion (carriles 4 al 7) muestran la presencia del péptido de interés,
lo que indica que el proceso de purificacion permitio recuperar el producto tras la digestion. Por
otro lado, las fraccié de lavado 8 presentan una menor intensidad de sefal, lo que sugiere la

eliminacion de proteinas no especificas.

Los resultados obtenidos confirman que el proceso de digestion enzimatica fue efectivo para
liberar el péptido escigonadina a partir del constructo recombinante, y que la purificacion mediante

columna de gravedad con resina Ni-IMAC permiti6 aislar el péptido de interés.
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Figura 10. Andlisis por SDS-PAGE de tricina del corte enzimatico del constructo SmbP-
escigonadina. El carril 1 corresponde al marcador de peso molecular. El 2 carril corresponde a la
muestra posterior a dialisis. El carril 3 corresponde a la digestion enzimatica. Del carril 4 al 7
corresponde a la muestra digerida. El carril 8 corresponde a la fraccion de lavado. Se observa la
presencia de una banda alrededor de 11.27 kDa, correspondiente al péptido escigonadina libre, asi
como la disminucion de la banda del constructo completo (21 kDa), lo que indica el corte

enzimatico.

52



5.1.6 Actividad antimicrobiana del péptido escigonadina libre

La actividad antimicrobiana del péptido escigonadina libre, obtenido tras la digestion del
constructo SmbP-escigonadina y su posterior separacion, fue evaluada frente a Acinetobacter
baumannii resistente a carbapenémicos (CRAB) y Staphylococcus aureus resistente a meticilina

(MRSA) mediante ensayos de microdilucion en placa.

Para evaluar el efecto antimicrobiano de la escigonadina libre, los valores de absorbancia
obtenidos fueron normalizados respecto al control negativo (bacterias sin tratamiento), el cual se
considero como el 100 % de crecimiento. El porcentaje de crecimiento relativo se calculé mediante

la siguiente ecuacion:

Absorbancia del tratamiento

Crecimiento relativo (%) = ( ) x 100

Absorbancia del control negativo

Donde la absorbancia del tratamiento corresponde a cada concentracion evaluada del péptido y la
absorbancia del control negativo representa el crecimiento bacteriano maximo en ausencia de

tratamiento.

Como se muestra en la Figura 12, correspondiente a CRAB, el tratamiento con el péptido libre
provocod una disminucion casi total del crecimiento bacteriano en todas las concentraciones
evaluadas. Los valores de crecimiento relativo fueron inferiores al 3%, lo que evidencia una
inhibicion altamente eficiente incluso a las concentraciones mas bajas. Asimismo, el andlisis

estadistico mostré diferencias altamente significativas en comparaciéon con el control negativo

(***; p<0.001).
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En contraste, la respuesta observada en MRSA Figura 12, evidencidé una reduccién significativa
del crecimiento bacteriano en todas las concentraciones evaluadas (***; p < 0.001); sin embargo,
el efecto fue parcial. El crecimiento relativo se mantuvo entre el 24% y el 42%, lo que indica que,
aunque el péptido ejerce un efecto inhibitorio claro, no logra suprimir por completo la proliferacion
bacteriana bajo las condiciones analizadas. Ademas, se observo un comportamiento dependiente
de la concentracion, en el que las concentraciones mas altas del péptido generaron una mayor

inhibicion del crecimiento.

En conjunto, los resultados evidencian que la liberacion del péptido escigonadina a partir del
constructo recombinante permite recuperar su actividad bioldgica, destacando una elevada eficacia
frente a CRAB y una actividad moderada frente a MRSA. Esta diferencia en susceptibilidad
sugiere que la estructura de la pared celular bacteriana podria influir en la interaccion del péptido,

favoreciendo su accion sobre bacterias Gram negativas.
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CRAB vs Escigonadina
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Figura 11. Actividad antimicrobiana del péptido escigonadina frente a Acinetobacter baumannii
resistente a carbapenémicos (CRAB). Los datos representan el crecimiento relativo (%) respecto
al control (100%) como promedio + desviacion estandar (n = 3). Evaluado mediante t-test.

Significancia (***) p < 0.001 vs. control negativo.
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MRSA vs Escigonadina
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Figura 12. Actividad antimicrobiana del péptido escigonadina libre frente a Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (MRSA). Los datos representan el crecimiento relativo (%) respecto
al control (100%) como promedio + desviacion estandar (n=3). Evaluado mediante t-tes.

Significancia (***) p < 0.001 vs control negativo.
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CAPITULO 6

6. Discusion

La produccion del constructo recombinante SmbP-escigonadina en Escherichia coli SHuftle
permitid obtener una proteina de fusion con el peso molecular esperado, lo que confirma la
eficiencia del sistema de expresion empleado. Este resultado concuerda con lo reportado para esta
cepa, la cual ha sido disefiada para favorecer la formacion de enlaces disulfuro en el citoplasma,
una condicidn esencial para el correcto plegamiento y la estabilidad de proteinas que contienen
este tipo de estructuras [18]. En este sentido, el uso de E. coli SHuffle constituye una estrategia
adecuada para la expresion de péptidos antimicrobianos estructuralmente complejos, como la

escigonadina.

Asimismo, el empleo de proteinas de fusion, como SmbP, contribuy6 significativamente a mejorar
la solubilidad y la estabilidad del péptido durante su expresion. Diversos estudios han demostrado
que las etiquetas de fusion no solo incrementan el rendimiento de produccion, sino que también
protegen a los péptidos frente a la degradacion proteolitica y reducen su toxicidad para la célula
hospedadora [10,14]. En concordancia con estos reportes, los resultados obtenidos sugieren que
SmbP actué como un elemento estabilizador eficaz, facilitando la obtencion del constructo

recombinante en condiciones adecuadas para su purificacion posterior.

La purificacion mediante cromatografia de afinidad por metales inmovilizados (IMAC) permitio
la recuperacion selectiva del constructo recombinante, como se evidenci6é tanto en el perfil
cromatografico como en los analisis por SDS-PAGE. Este método se basa en la interaccion

especifica entre los residuos de histidina y iones metalicos, lo que permite una purificacion
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altamente selectiva de proteinas recombinantes [14,37]. La deteccion del constructo en multiples
fracciones de elucion sugiere un proceso eficiente, aunque con una liberacidon progresiva
caracteristica de sistemas dependientes de gradiente de imidazol, lo cual es consistente con lo

descrito en sistemas de purificacion similares.

Posteriormente, la digestion enzimatica permiti6 liberar el péptido escigonadina en su forma libre,
lo cual fue confirmado mediante Tricina SDS-PAGE. La aparicion de una banda correspondiente
al peso esperado (11.27 kDa), acompaiiada de la disminucion de la banda del constructo completo
(21 kDa), evidencia un proceso de escision eficiente. Este paso resulta critico, ya que se ha
reportado que la actividad biologica de los péptidos antimicrobianos puede verse comprometida
cuando permanecen fusionados a proteinas portadoras, recuperandose unicamente tras su
liberacion [10,17]. Por lo tanto, la eficiencia de la digestion enzimatica constituye un factor

determinante para la evaluacion funcional del péptido.

Desde el punto de vista funcional, el péptido escigonadina libre mostré una elevada actividad
antimicrobiana frente a Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos (CRAB),
evidenciada por una inhibicién practicamente total del crecimiento bacteriano en todas las
concentraciones evaluadas. Este comportamiento es consistente con el mecanismo de accion
descrito para los péptidos antimicrobianos, que interactiian con la membrana bacteriana mediante
interacciones electrostaticas y componentes hidrofobicos, lo que provoca su desestabilizacion, la
formacion de poros y la eventual lisis celular [9,24,38]. Ademas, se ha descrito que los AMPs
pueden presentar mecanismos multifactoriales que incluyen la alteracion de procesos

intracelulares, lo que contribuye a su elevada eficacia [34,40].

La alta susceptibilidad observada en 4. baumannii puede explicarse en parte por la composicion

de su membrana externa, rica en lipopolisacaridos, lo que favorece la interaccion con péptidos
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antimicrobianos, especialmente aquellos con regiones anfipaticas capaces de insertarse en la
bicapa lipidica [19,20,39]. Este hallazgo es consistente con estudios recientes que indican que los
AMPs mantienen actividad frente a bacterias Gram negativas multirresistentes, incluso cuando

estas presentan resistencia a multiples antibioticos convencionales [33,41].

En contraste, la actividad observada frente a Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA) fue menor, mostrando una inhibicidén significativa pero parcial del crecimiento
bacteriano. Aunque se observaron diferencias estadisticamente significativas en todas las
concentraciones evaluadas, la presencia de crecimiento residual indica una menor susceptibilidad.
Este comportamiento puede atribuirse a la estructura de la pared celular de bacterias Gram
positivas, caracterizada por una gruesa capa de peptidoglicano que actiia como barrera fisica y

limita la difusion del péptido hacia la membrana citoplasmatica [21,22].

Esta diferencia en la susceptibilidad entre bacterias Gram negativas y Gram positivas ha sido
ampliamente documentada, destacando que la eficacia de los péptidos antimicrobianos depende
en gran medida de la arquitectura de la envoltura bacteriana, asi como de las propiedades
fisicoquimicas del péptido, incluyendo su carga, hidrofobicidad y estructura secundaria [9,28,32].
No obstante, es importante sefialar que los AMPs pueden ejercer efectos adicionales mas alla de la
disrupcion de membrana, tales como la inhibicion de procesos metabdlicos esenciales o la

modulacion de la respuesta inmune del hospedador, lo que amplia su potencial terapéutico [29,36].

Un aspecto relevante de este estudio es que la actividad antimicrobiana se observo inicamente tras
la liberacion del péptido escigonadina, lo que resalta la importancia del proceso de digestion
enzimatica en la obtencion de moléculas funcionales. Este fenomeno ha sido descrito en diversos
sistemas recombinantes, donde las proteinas de fusion actian principalmente como herramientas

de expresion y estabilizacion, pero deben ser removidas para permitir la interaccion directa del
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péptido con su blanco biologico [10,17]. Esto refuerza la importancia de optimizar tanto la

expresion como los procesos de escision para garantizar la funcionalidad del producto final.

En conjunto, los resultados obtenidos demuestran que la escigonadina libre presenta una actividad
antimicrobiana significativa, particularmente frente a bacterias Gram negativas como A.
baumannii, y en menor medida frente a bacterias Gram positivas como S. aureus. Estos hallazgos
se alinean con la tendencia actual en el desarrollo de péptidos antimicrobianos como alternativas
terapéuticas frente a la creciente crisis de resistencia antimicrobiana, destacando su amplio
espectro de accion, rapidez bactericida y menor propension a inducir resistencia en comparacion

con los antibioticos convencionales [1,3,34,37].

Adicionalmente, los resultados obtenidos aportan evidencia experimental que respalda el uso de
estrategias recombinantes basadas en proteinas de fusion y sistemas de expresion optimizados
como herramientas viables para la produccién de péptidos antimicrobianos funcionales. En este
sentido, la escigonadina se posiciona como un candidato prometedor para futuras investigaciones
orientadas al desarrollo de nuevas terapias antimicrobianas dirigidas contra patdgenos

multirresistentes de relevancia clinica
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CAPITULO 7

7. Conclusiones

* Se expres6 el constructo recombinante SmbP-escigonadina en Escherichia coli SHuffle como
sistema de produccion, obteniéndose una proteina de fusion estable bajo condiciones de induccidon

controladas.

* El uso de la etiqueta de fusion SmbP permitio la purificacion eficiente del constructo mediante
cromatografia de afinidad por metales inmovilizados (IMAC), lo que facilité la recuperacion

selectiva de la proteina recombinante.

* El analisis por SDS-PAGE confirm6 la presencia de una banda caracteristica cercana a 21 kDa,

correspondiente al peso molecular esperado del constructo SmbP-escigonadina.

* La cuantificacion mediante el método de Bradford evidencid la obtencion de proteina

recombinante en cantidades adecuadas para su posterior procesamiento y evaluacion funcional.

* La digestion enzimatica permitio la liberacion del péptido escigonadina libre, lo cual fue
corroborado mediante SDS-PAGE con Tricine, donde se observé una banda correspondiente a

11.27 kDa.

» La purificacion posterior mediante una columna de gravedad con resina Ni-IMAC permitio

mejorar la pureza del péptido tras la digestion, lo que facilitod su analisis biologico.

* El péptido escigonadina libre presentd una actividad antimicrobiana altamente eficaz frente a
Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos (CRAB), mostrando una inhibicion casi

completa del crecimiento bacteriano en todas las concentraciones evaluadas.
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* Frente a Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (MRSA), el péptido mostré una

actividad significativa pero incompleta, evidenciando un efecto dependiente de la concentracion.

* Se observo una diferencia en la respuesta antimicrobiana del péptido escigonadina libre frente a
Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos (CRAB) y Staphylococcus aureus resistente
a la meticilina (MRSA), lo que evidencia una mayor inhibicion del crecimiento bacteriano en la

cepa CRAB bajo las condiciones evaluadas.

* Los resultados obtenidos indican que la escigonadina presenta actividad antimicrobiana frente a
bacterias clinicamente relevantes, destacando una mayor eficacia frente a A. baumannii en

comparacion con S. aureus dentro del rango de concentraciones evaluado
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CAPITULO 8

8. Perspectivas a futuro

* Evaluar la citotoxicidad en células eucariotas para determinar su seguridad biologica.

* Optimizar la produccion del péptido mediante estrategias de expresion a mayor escala que

mejoren el rendimiento.

* Analizar el efecto del péptido en combinacidn con antibidticos convencionales para identificar

posibles efectos sinérgicos frente a bacterias resistentes.

» Evaluar la actividad antimicrobiana del péptido escigonadina frente a un mayor nimero de

aislados clinicos multirresistentes para confirmar su espectro de accion.
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CAPITULO 9

9. Disposicion de residuos generados

Tabla 2. De los manejos de residuos generados durante el presente estudio, de acuerdo con los

lineamientos establecidos en el Programa Institucional para el Manejo y Gestion de Residuos de

la Facultad de Ciencias Quimicas (FCQ) de la Universidad Autonoma de Nuevo Leon (UANL).

Solucion buffer TGS (Tris glicina SDS)

Solucion buffer TAE (Tris acetato EDTA)

RbCl, CaCl2, NaCl, MgCI2, MnCl2,
KAc, glicerol

Sacarosa, Tris-HCl, EDTA

Buffer de equilibrio (Tris-HCI, NaCl)

“A” Soluciones salinas de pH 6-8, soluciones de:
sales inorganicas, acidos inorganicos, acidos
organicos y bases inorganicas

Buffer de elucion (Tris-HCl, NacCl,
Imidazol)

Agarosa

“G” Combinaciones organicas solidas

Poliacrilamida

Azul de Coomassie

Colorantes y Lugol

Cristal Violeta

Medios de cultivo

Esterilizados Basura normal
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