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Propósito 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 proteína de fusión mediante digestión enzimática y su actividad se 

determinó frente a Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos (CRAB) y 

Staphylococcus aureus (MRSA) mediante el método de microdilución para determinar la MIC.  

Contribuciones y conclusiones 

 Se obtuvo el péptido escigonadina recombinante en cantidades suficientes para su 

caracterización y evaluación antimicrobiana. 

 • La identidad del péptido fue confirmada mediante análisis electroforético, en el que se 

observó el peso molecular esperado. 

 • Se observó una inhibición casi total del crecimiento de CRAB en todas las 

concentraciones evaluadas. 

 • Frente a MRSA, el péptido mostró una actividad significativa, pero parcial, dependiente 

de la concentración. 

 • Los resultados evidencian el potencial de la escigonadina como agente antimicrobiano, 

con mayor eficacia frente a CRAB. 

 

FIRMA DEL ASESOR: ___________________________  

Dr. Xristo Zárate Kalfópulos. 

 



14 

 

                                                                           CAPÍTULO 1 

 

1.INTRODUCCIÓN 

La resistencia antimicrobiana (RAM) se ha consolidado como una de las principales amenazas 

para la salud pública a nivel mundial, comprometiendo de manera significativa los avances 

logrados en medicina moderna en las últimas décadas. Este fenómeno se caracteriza por la 

capacidad de los microorganismos para sobrevivir a la acción de fármacos previamente eficaces, 

lo que reduce las opciones terapéuticas disponibles y aumenta la morbimortalidad asociada a 

infecciones bacterianas [1,4,35]. Organismos internacionales como la Organización Mundial de la 

Salud (OMS) han advertido que, de no implementarse estrategias efectivas para su control, la RAM 

podría convertirse en una de las principales causas de muerte a nivel global en las próximas 

décadas, superando incluso a las enfermedades crónicas como el cáncer [1,3]. 

Actualmente, la resistencia antimicrobiana representa una crisis sanitaria global que impacta tanto 

a países desarrollados como a países en vías de desarrollo. Se estima que más de 1.2 millones de 

muertes anuales están directamente relacionadas con infecciones causadas por bacterias 

resistentes, mientras que un número considerable de fallecimientos adicionales se asocia de manera 

indirecta a esta problemática [3,35]. Este escenario se ve agravado por diversos factores, entre los  

que destacan el uso indiscriminado de antibióticos en la práctica clínica, su uso en la producción 

animal y agrícola, así como la limitada innovación en el desarrollo de nuevos agentes 

antimicrobianos [4,41]. En conjunto, estos factores han favorecido la generación, selección y 

expansión de cepas bacterianas resistentes en múltiples especies de importancia clínica. 

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

baumannii resistente a carbapenémicos (CRAB) y Staphylococcus aureus resistente a la meticilina 
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(MRSA), ambos reconocidos por su alta capacidad de adaptación, virulencia y resistencia a 

múltiples clases de antibióticos [2,3]. Estas bacterias están frecuentemente asociadas a infecciones 

nosocomiales severas, tales como neumonía asociada a ventilación mecánica, bacteriemias, 

infecciones urinarias y complicaciones en heridas quirúrgicas, 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 patógenos hospitalarios más problemáticos 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 transmisión nosocomial, lo que contribuye a brotes 

hospitalarios difíciles de controlar [19]. 

Las cepas resistentes a carbapenémicos (CRAB) representan una amenaza crítica debido a que los 

carbapenémicos han sido considerados antibióticos de última línea para el tratamiento de 

infecciones causadas por bacterias Gram negativas. La resistencia en estas cepas se debe a una 

combinación de mecanismos, incluyendo la producción de carbapenemasas, alteraciones en la 

permeabilidad de la membrana externa, sobreexpresión de bombas de eflujo y la adquisición de 

elementos genéticos móviles que facilitan la diseminación horizontal de genes de resistencia 

[20,34]. 

Además, la capacidad de A. baumannii para formar biopelículas y sobrevivir en condiciones de 

estrés contribuye significativamente a su persistencia en ambientes clínicos, lo que incrementa la 

dificultad de erradicación y el riesgo de infecciones recurrentes. Debido a su impacto clínico y 

epidemiológico, la OMS ha incluido a A. baumannii resistente a los carbapenémicos en la categoría 

de patógenos prioritarios críticos 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 patógeno 

oportunista, capaz de causar infecciones que van desde cuadros leves hasta enfermedades 

potencialmente mortales [21]. 

La aparición 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 está mediado principalmente por la adquisición del gen mecA, que codifica la proteína 

PBP2a, una proteína fijadora de penicilina con baja afinidad por los antibióticos β-lactámicos, lo 

que impide la inhibición eficaz de la síntesis de la pared celular bacteriana [22]. 

Adicionalmente, muchas cepas de MRSA presentan la capacidad de formar biopelículas, lo que 

incrementa su resistencia a los tratamientos antibióticos y a la respuesta inmune del hospedador.  

Este fenómeno favorece la persistencia de infecciones crónicas, especialmente en dispositivos 

médicos implantables, lo que constituye un desafío clínico significativo [23]. La evolución 

constante de MRSA ha dado lugar a cepas con mayor virulencia y capacidad de diseminación, lo 

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

Ante el incremento sostenido de bacterias multirresistentes, la búsqueda de nuevas alternativas 

terapéuticas se ha convertido en una prioridad en el ámbito biomédico. En este contexto, los 

péptidos antimicrobianos (AMPs) han emergido como candidatos prometedores debido a su 

amplio espectro de actividad, su rapidez de acción 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 anfipáticas y una carga neta que 

les permite interactuar eficientemente con las membranas celulares bacterianas. Su mecanismo de 

acción se basa principalmente en la desestabilización de la membrana, lo que conduce a la 

formación 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 así su espectro funcional [36,41]. 

Desde el punto de vista estructural, los AMPs presentan una gran diversidad, que incluye α-hélices, 

estructuras β estabilizadas por enlaces disulfuro y conformaciones no convencionales ricas en 

residuos específicos. Estas características determinan su interacción con las membranas 

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

Una de las ventajas más relevantes de los AMPs es su menor propensión para inducir resistencia 

bacteriana en comparación con los antibióticos convencionales, ya que su mecanismo de acción 

suele actuar sobre múltiples blancos simultáneamente. Esto los posiciona como una alternativa 

terapéutica viable frente a infecciones causadas por patógenos multirresistentes [27–29,37]. 
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Los ecosistemas marinos constituyen una fuente rica y diversa de compuestos bioactivos con 

potencial farmacológico. En particular, los péptidos antimicrobianos derivados de organismos 

marinos han despertado un creciente interés debido a sus propiedades únicas y su eficacia frente a 

microorganismos patógenos [9,29–32]. 

Figura 1. Representación esquemática del mecanismo de acción general de los péptidos 

antimicrobianos sobre bacterias. Inicialmente ocurre una interacción 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]. 
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Estos péptidos han evolucionado en ambientes altamente competitivos, lo que ha favorecido el 

desarrollo de estructuras y mecanismos de acción altamente eficientes. Su naturaleza anfipática 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 degradación 

proteolítica y actividad biológica en diversas condiciones ambientales. Estas características 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 

fisicoquímicas sugieren un mecanismo de acción relacionado con la interacción y alteración de las 

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

Desde una perspectiva biotecnológica, la producción recombinante de escigonadina en sistemas 

de expresión basados en Escherichia coli ha permitido obtener cantidades suficientes para su 

caracterización y evaluación funcional. Asimismo, el empleo de proteínas de fusión, como SmbP, 

ha contribuido a mejorar la solubilidad, estabilidad y recuperación de la proteína recombinante 

mediante cromatografía de afinidad (IMAC) [11,13,14,17]. Adicionalmente, el uso de cepas 

especializadas como E. coli SHuffle favorece la formación adecuada de enlaces disulfuro, aspecto 

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

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

actividad frente a patógenos 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 aplicación como alternativa terapéutica ante la creciente problemática de la 

resistencia bacteriana. 

Debido a la creciente problemática de la resistencia antimicrobiana, aunada a la limitada 

disponibilidad de nuevos antibióticos 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 acción 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 características estructurales y funcionales, las cuales sugieren un  

mecanismo de acción asociado con la interacción y alteración de las membranas bacterianas. Este 

mecanismo podría ofrecer ventajas frente a algunos antibióticos convencionales y reducir la 

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

Asimismo, los avances en biotecnología han impulsado el desarrollo de sistemas eficientes para la 

producción recombinante de péptidos antimicrobianos, permitiendo superar las limitaciones 

asociadas a su obtención a partir de fuentes naturales. En este sentido, los sistemas de expresión 

basados en Escherichia coli, junto con el empleo de etiquetas de fusión como SmbP, han 

demostrado ser herramientas eficaces para incrementar la solubilidad, estabilidad y recuperación 

de proteínas recombinantes, facilitando tanto su purificación como su posterior caracterización 

[11,13,14]. 
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Bajo este contexto, resulta relevante evaluar la actividad antimicrobiana de la escigonadina frente 

a patógenos de importancia clínica, como Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos 

(CRAB) y Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), los cuales representan una 

amenaza creciente para la salud pública debido a las limitadas opciones terapéuticas disponibles 

[2,3]. El estudio de este péptido no solo contribuye a la búsqueda de nuevas alternativas 

antimicrobianas, sino que también amplía el conocimiento sobre sus mecanismos de acción y su 

posible aplicación en el combate de la resistencia bacteriana. 

De esta manera, la investigación sobre la producción, purificación y evaluación funcional de la 

escigonadina se posiciona como una línea de estudio relevante en el campo de la microbiología 

aplicada, con implicaciones tanto científicas como clínicas en la búsqueda 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 

biotecnológico. Este péptido fue originalmente aislado del plasma seminal del cangrejo Scylla 

serrata, donde forma parte del sistema inmunológico innato y desempeña un papel importante en 

la defensa frente a microorganismos patógenos [8]. 

La escigonadina está compuesta por aproximadamente 102 aminoácidos 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 biológica [8,15]. Estas características estructurales sugieren que su 

actividad antimicrobiana podría estar asociada tanto a interacciones con membranas bacterianas 

como a mecanismos más complejos que implican la alteración 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, lo que 

evidencia su amplio espectro de acción [8]. De manera más reciente, investigaciones han 

comenzado a explorar su eficacia frente a bacterias de relevancia clínica, destacando su potencial 

como agente antimicrobiano contra patógenos multirresistentes [17,41]. 
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Asimismo, se ha propuesto que la escigonadina podría presentar mecanismos de acción distintos 

a los de los péptidos antimicrobianos clásicos, particularmente debido a su naturaleza estructural 

y a su posible comportamiento aniónico 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 Producción recombinante de péptidos antimicrobianos. 

La obtención de péptidos antimicrobianos a partir de fuentes naturales presenta limitaciones 

importantes, como bajos rendimientos, variabilidad en la composición y dificultades en los 

procesos de purificación. Debido a ello, la producción recombinante en sistemas heterólogos se ha 

consolidado como una estrategia eficiente para obtener estos compuestos en cantidades suficientes 

para su caracterización y aplicación [10,13–16]. 

Entre los sistemas de expresión más utilizados, Escherichia coli destaca por su rápido crecimiento, 

facilidad de manipulación genética, bajo costo de cultivo y capacidad para producir proteínas 

recombinantes a gran escala [13]. No obstante, la expresión de péptidos antimicrobianos en este 

organismo puede verse limitada por factores como la toxicidad para la célula hospedadora, la 

formación de cuerpos de inclusión y la degradación proteolítica [10,14]. 

Para superar estas limitaciones, se han desarrollado diversas estrategias biotecnológicas, 

incluyendo la optimización de codones, el uso de promotores fuertes, como el sistema T7, la 

expresión en condiciones controladas de temperatura y el empleo de etiquetas de fusión que 

incrementan la solubilidad y la estabilidad de los péptidos [13,16]. 
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La producción recombinante no solo permite obtener mayores cantidades de péptido, sino que 

también facilita la introducción 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 Proteínas de fusión y sistema SmbP. 

El uso de proteínas de fusión representa una de las estrategias más efectivas para mejorar la 

expresión y purificación de péptidos antimicrobianos en sistemas recombinantes. Estas proteínas 

actúan como “portadores” que aumentan la solubilidad del péptido, lo protegen frente a la 

degradación y facilitan su recuperación durante los procesos de purificación [14]. 

Entre las proteínas de fusión más recientes destaca SmbP (Small metal-binding protein), una 

proteína periplásmica originalmente identificada en Nitrosomonas europaea. Esta proteína está 

compuesta por aproximadamente 93 aminoácidos y presenta un peso molecular cercano a 9.9 kDa, 

lo que la convierte en una etiqueta de fusión de tamaño reducido en comparación con otras 

proteínas utilizadas comúnmente [11]. 

Una de las características más relevantes de SmbP es su capacidad para unirse a iones metálicos 

divalentes como Ni²⁺, Cu²⁺ y Zn²⁺, lo que permite su uso en sistemas de purificación mediante 

cromatografía de afinidad a metales inmovilizados (IMAC). Esta propiedad elimina la necesidad 

de añadir etiquetas adicionales, como la poli-histidina, lo que simplifica el diseño de los 

constructos recombinantes [11,14]. 
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El uso de SmbP como etiqueta de fusión presenta múltiples ventajas, entre ellas su alta solubilidad, 

su estabilidad estructural y su capacidad para mejorar la expresión de péptidos difíciles de producir. 

Además, se ha demostrado que esta proteína puede actuar como un elemento protector frente a la 

degradación proteolítica, lo cual resulta especialmente relevante en la producción de péptidos 

antimicrobianos [11,17]. 

En el caso de la escigonadina, el uso de SmbP ha permitido mejorar significativamente los niveles 

de expresión y facilitar su purificación, manteniendo su actividad biológica tras la remoción de la  

etiqueta mediante proteasas específicas [17]. Esto posiciona a SmbP como una herramienta 

biotecnológica clave para el desarrollo de sistemas de producción eficientes de péptidos 

antimicrobianos. 

 

2.4 Sistema de expresión pET30a. 

El sistema de expresión pET es uno de los más utilizados para la producción de proteínas 

recombinantes en Escherichia coli. Este sistema se basa en el uso del promotor T7, que permite 

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

El vector pET30a es ampliamente utilizado debido a su versatilidad, ya que permite la inserción 

de genes de interés en marcos de lectura que incluyen etiquetas de purificación y sitios de corte 

proteolítico. En este tipo de construcciones, el péptido antimicrobiano puede fusionarse a proteínas 

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

Adicionalmente, estos sistemas suelen incorporar sitios de reconocimiento para enzimas 

proteolíticas específicas, como la enteroquinasa, lo que permite separar la proteína de fusión del 
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péptido de interés tras la purificación. Este paso es fundamental para recuperar el péptido en su 

forma activa y funcional [17]. 

El sistema pET30a, en combinación con estrategias de fusión y condiciones de expresión 

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

antimicrobianos recombinantes con aplicaciones tanto en investigación como en desarrollo 

biotecnológico. 

 

Figura 2. Sistema de expresión basado en promotor T7 (pET30a) para la producción recombinante 

de péptidos antimicrobianos. 

 

2.5 Expresión en E. coli SHuffle. 

La correcta formación de enlaces disulfuro es un factor crítico para la estabilidad y actividad 

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

negativamente el plegamiento de proteínas recombinantes [15]. 

Para abordar esta limitación, se han desarrollado cepas modificadas, como E. coli SHuffle, que 

presentan alteraciones en las vías redox celulares que favorecen la formación de enlaces disulfuro 

en el citoplasma. Estas cepas presentan mutaciones en genes como trxB y gor, lo que propicia un 

ambiente más oxidante para el plegamiento correcto de proteínas complejas [18]. 

El uso de cepas SHuffle ha demostrado mejorar significativamente la solubilidad, la estabilidad y 

la actividad biológica de proteínas 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.  Hipótesis y Objetivos 

 

3.1 Hipótesis 

El péptido antimicrobiano aniónico escigonadina recombinante, producido en Escherichia coli y 

fusionado a la proteína SmbP, presentará actividad antimicrobiana contra Acinetobacter baumannii 

resistente a carbapenémicos (CRAB) y Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (MRSA), 

con una concentración inhibitoria mínima (MIC) cercana a 15 µM. 

3.2 Objetivo general 

Determinar la concentración inhibitoria mínima (MIC) del péptido escigonadina recombinante 

frente a cepas resistentes de Acinetobacter baumannii y Staphylococcus aureus. 

 

3.3 Objetivos específicos 

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 microdilución en caldo. 

3- Determinar la concentración inhibitoria mínima (MIC) del péptido frente a ambas 

bacterias. 
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CAPITULO 4 

 

4. Metodología  

El péptido escigonadina se obtendrá mediante transformación con el ADN plasmídico. Las cepas 

bacterianas que se utilizarán, Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos (CRAB) y 

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), serán aisladas y caracterizadas por el 

Laboratorio de Patología Clínica del Hospital Universitario. Los medios de cultivo, reactivos y 

demás materiales necesarios para llevar a cabo los ensayos, incluidos los kits para la preparación 

de soluciones y la determinación de la actividad antimicrobiana, serán adquiridos de proveedores 

especializados. 

4.1 Metodología General 

 

Figura 3. Metodología general de trabajo 
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4.2 Expresión y purificación del péptido.  

Utilizando un ADN plasmídico positivo, se llevó a cabo la transformación en la cepa E. 

coli SHuffle, la cual se utiliza para la expresión de proteínas con enlaces disulfuro. En 

un tubo Eppendorf de 1.5 mL se colocaron 30 μL de células calcio-competentes más 1.5 

μL (10 – 15 ng) de ADN plasmídico; se incubaron en hielo durante 30 min y, 

posteriormente, se llevó a cabo el choque térmico a 42 °C durante 45 segundos; una vez 

finalizada la reacción, se incubaron en hielo durante 2 min. Después, se añadieron 800 

μL de caldo LB y se mezcló suavemente, la reacción se incubó a 37 °C con agitación (150 

rpm) por 1 hora. Posteriormente, los tubos se centrifugaron a 13,300 rpm durante 2 min; 

se retiró el exceso de medio, dejando aproximadamente 100 μL, en los que se 

resuspendieron y se sembraron las células en placas de LB/kanamicina mediante la 

técnica de extensión por varilla; finalmente, las placas se incubaron a 37 °C durante 16 

horas. 

 

4.2.1 Microexpresión. 

De las placas con células transformadas, se tomaron diversas colonias las cuales fueron sembradas 

en un tubo con 2 mL de caldo LB/kanamicina y se incubaron a 37 oC con agitación (150 rpm) 

hasta que alcanzaran una D.O.600 entre 0.4 – 0.6, cuando los inóculos alcanzaron esta D.O. se 

agregaron 2 μL de Isopropil-β-D-tiogalactopiranósido (IPTG) 0.1 M alcanzando una concentración 

final de 0.2 mM; después se incubaron a 25 oC con agitación (150 rpm) por 16 horas. 
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La biomasa se recolectó mediante centrifugación a 13,000 rpm por 4 minutos y se descartó el 

sobrenadante. Se llevó 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 β-mercaptoetanol, 3.1 

mL agua destilada). El pellet fue resuspendido en 100 μL de agua estéril y 20 μL de buffer a una 

concentración final de 1X. Finalmente, se llevó a incubar en baño de agua a 80 °C por 10 minutos 

para desnaturalizar la estructura secundaria de la proteína.  

 

4.2.2 Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

La caracterización de las proteínas obtenidas durante el proceso de expresión se realizó mediante 

electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). Se preparó 

un gel de resolución al 15% mezclando 1.775 mL de agua destilada, 1.875 mL de acrilamida al 

40%, 1.250 mL de buffer de resolución (Tris-HCl 1.5 M, pH 8.8), 50 μL de SDS al 10%, 2.5 μL 

de TEMED y 25 μL de persulfato de amonio (APS) al 10%. Posteriormente se preparó 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-HCl 0.5 M, pH 6.8), 50 μL de SDS al 10%, 2.5 μL de TEMED 

y 25 μL de persulfato de amonio al 10%. 

Como sistema amortiguador para la corrida electroforética se utilizó buffer de electrodos Tris-

glicina-SDS (25 mM Tris, 192 mM glicina y 0.1% SDS, pH aproximado de 8.3). El gel de 

resolución se vertió cuidadosamente entre dos placas de vidrio del sistema de electroforesis y se 

añadieron 200 μL de butanol sobre la superficie para evitar la formación de burbujas y permitir 

una polimerización adecuada. El gel se dejó solidificar durante 30 minutos. Posteriormente, se 

retiró el butanol y el gel se lavó tres veces con agua destilada para eliminar los residuos. A 

continuación, se vertió el gel de apilamiento al 4% y se dejó polimerizar durante 25 minutos. 
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Una vez preparado el sistema, se cargaron 3 μL de cada muestra en los pozos del gel, junto con 3 

μL de marcador de peso molecular New England Biolabs (NEB, utilizado como referencia para 

estimar el peso molecular de las proteínas analizadas. La corrida electroforética se llevó a cabo 

inicialmente a 80 V durante 10 minutos para permitir el apilamiento de las proteínas, seguida de 

110 V durante aproximadamente 1.3 horas para la separación de las bandas proteicas. 

Finalizada la electroforesis, el gel fue teñido con Coomassie Brilliant Blue para visualizar las 

bandas proteicas. Posteriormente se realizó un proceso de decoloración hasta obtener un fondo 

claro que permitiera distinguir adecuadamente las proteínas separadas. 

El peso molecular de las proteínas observadas se estimó mediante la comparación 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 detectó una banda correspondiente a la proteína de fusión 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 expresión de proteínas a 1 L de medio de cultivo 

Para la expresión del constructo SmbP-escigonadina, se inocularon 200 μL de células 

transformadas de Escherichia coli SHuffle en 10 mL de medio LB suplementado con kanamicina 

a 30 μg/mL. El cultivo se incubó a 37 °C, con agitación a 150 rpm, durante aproximadamente 16 

horas, con el objetivo de obtener un cultivo inicial. 

Posteriormente, la expresión a mayor escala se realizó utilizando cinco matraces de 500 mL, cada 

uno con 200 mL de medio LB con kanamicina (30 μg/mL), para un volumen total de cultivo de 1 

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

Una vez alcanzada la fase de crecimiento deseada, se indujo la expresión del constructo mediante 

la adición de 200 μL de IPTG, obteniéndose una concentración final de 1 M. Después de la 

inducción, los cultivos se incubaron a 25 °C con agitación a 150 rpm durante 16 horas para 

favorecer la producción de la proteína recombinante. 

 

4.3.1 Lisis célular y obtención de clarificado 

Finalizado el periodo de expresión, las células bacterianas fueron recolectadas mediante 

centrifugación 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 NaCl, ajustado a pH 8.08. 

Para facilitar la ruptura celular se añadieron 22 g de perlas de vidrio de 0.1 mm, junto con 10 μL 

de cóctel inhibidor de proteasas y 10 μL de antiespumante, con el fin de evitar la degradación 

proteica y la formación excesiva de espuma durante el proceso de lisis. Las muestras fueron 

sometidas a agitación en vórtex durante 10 minutos, alternando periodos de vórtex con 

incubaciones en hielo para evitar el aumento de la temperatura del lisado. 

Posteriormente, el material celular fue sometido a centrifugación refrigerada a 4 °C durante 20 

minutos a 12,000 rpm para separar los restos celulares insolubles. Finalmente, el sobrenadante 

clarificado, que contiene proteínas solubles, fue cuidadosamente transferido a un tubo Falcon de 

50 mL limpio para su purificación posterior. 
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4.3.2 Purificación de la proteína recombinante mediante cromatografía de afinidad a 

metales inmovilizados (IMAC). 

La purificación de la proteína recombinante SmbP-escigonadina se llevó a cabo en un sistema 

ÄKTA Prime Plus (GE Healthcare) mediante cromatografía de afinidad por metales inmovilizados 

(IMAC). Este método se basa en la interacción entre los residuos de histidina presentes en la 

etiqueta 6xHis de la proteína de fusión y los iones metálicos inmovilizados en la matriz 

cromatográfica, que pueden ser níquel, cobre o zinc. 

Para la purificación, se empleó una columna HisTrap FF de 1 mL, previamente cargada con iones 

de Ni(II). Antes de la aplicación de la muestra, la columna fue equilibrada con cinco volúmenes 

de buffer de equilibrio (50 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 8.08), manteniendo un flujo de 0.7 mL/min 

y una presión máxima de 0.5 MPa. 

Posteriormente, el lisado celular previamente clarificado se cargó en la columna, recolectando 

simultáneamente el percolado correspondiente a las proteínas que no presentaron afinidad por la 

resina. Una vez aplicada la muestra, la columna se lavó con 10 volúmenes del mismo buffer de 

equilibrio (50 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 8.08) con el fin de eliminar proteínas unidas de manera 

inespecífica, y el lavado se continuó hasta que la absorbancia registrada descendió a 

aproximadamente 0.09 a 280 nm. 

La elución de la proteína recombinante se realizó mediante la adición directa de un buffer de 

elución 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 proteína por los sitios de unión del níquel. La elución se 

efectuó en un solo paso utilizando la concentración máxima de imidazol, recolectándose tres 

fracciones consecutivas de 1 mL cada una, manteniendo un flujo constante de 0.7 mL/min y una 

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

proteína recombinante. 

 

4.3.3 Análisis de las fracciones de la expresión a escala de 1 L mediante SDS-PAGE 

Con el objetivo de evaluar la presencia y el peso molecular de la proteína recombinante obtenida 

tras la purificación por cromatografía de afinidad por metales inmovilizados (IMAC), se analizaron 

las fracciones correspondientes al pico de elución mediante electroforesis en gel de poliacrilamida 

bajo condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). 

Para la separación de las proteínas se preparó un gel de resolución al 15%, el cual se obtuvo 

mezclando 1.775 mL de agua destilada, 1.875 mL de solución de acrilamida al 40%, 1.250 mL de 

buffer de resolución (pH 8.8), 50 μL de SDS al 10%, 2.5 μL de TEMED y 25 μL de persulfato de 

amonio (APS) al 10%. Posteriormente se preparó 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 resolución (pH 8.8), 

50 μL de SDS al 10%, 2.5 μL de TEMED y 25 μL de persulfato de amonio al 10%. 

Las fracciones recolectadas durante la etapa de elución fueron cargadas en los pocillos del gel para 

su análisis electroforético, lo que permitió observar el patrón de bandas proteicas y confirmar la 

presencia de la proteína recombinante de interés. 

 

4.3.4 Diálisis para la remoción de imidazol 

Las fracciones obtenidas durante la etapa de elución fueron sometidas a diálisis para eliminar el 

imidazol del buffer de elución. Para ello, las muestras se colocaron en una membrana de diálisis 

SnakeSkin™ con un peso molecular de corte (MWCO) de 10 kDa, que permite la difusión de 
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moléculas pequeñas, como el imidazol, mientras retiene las proteínas de mayor tamaño. 

Posteriormente, la membrana fue sumergida en un buffer de diálisis frío compuesto por 50 mM 

Tris-HCl y 500 mM NaCl, ajustado a pH 8.0, manteniendo una agitación suave para favorecer el 

intercambio de solutos. Se realizaron tres cambios de buffer de diálisis, cada uno de 1 hora, con el 

fin de asegurar la eliminación progresiva del imidazol. Finalmente, se realizó un cuarto cambio de 

buffer y la muestra se mantuvo en diálisis durante toda la noche. 

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

de la proteína recombinante. 

 

4.3.5 Cuantificación de proteínas mediante el método de Bradford 

La concentración de proteína en las muestras se determinó mediante el método de Bradford, que 

se basa en la unión del colorante Coomassie Brilliant Blue G-250 con los grupos básicos y 

aromáticos presentes en las proteínas, lo que produce un cambio en la absorbancia proporcional a 

la concentración proteica. 

Para la cuantificación se construyó una curva de calibración utilizando albúmina sérica bovina 

(BSA) como estándar, empleando un rango de concentraciones de 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0 y 1.3 

μg/mL. En cada celda se colocaron 20 μL de las diferentes diluciones del estándar, a los cuales se 

añadieron 1 mL de reactivo de Bradford preparado a una concentración 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 reacción 

colorimétrica. Posteriormente, la absorbancia fue medida a una longitud de onda de 595 nm 

utilizando un espectrofotómetro JENWAY (7305), y los valores obtenidos se emplearon para 

construir la curva estándar. Finalmente, la concentración de proteína en las muestras se determinó 
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mediante la interpolación de los valores de absorbancia obtenidos en la curva de calibración. 

Todas las determinaciones se realizaron por triplicado y los resultados se expresaron como el 

promedio ± desviación estándar. 

 

4.3.6 Remoción del tag de afinidad mediante digestión con enteroquinasa 

La separación del péptido de interés a partir de la proteína de fusión SmbP-escigonadina se llevó 

a cabo mediante digestión enzimática con enteroquinasa porcina de cadena ligera (GenScript), que 

reconoce específicamente el sitio de clivaje diseñado entre la proteína portadora y el péptido. 

Para la digestión se utilizó la totalidad de la proteína obtenida tras el proceso de diálisis y 

cuantificada mediante el método de Bradford, correspondiente a 3 mL de muestra. A esta solución 

proteica se añadieron 6.4 μL de enteroquinasa (100 μg/μL) y la reacción se incubó a 22 °C durante 

22 horas, permitiendo la escisión del péptido escigonadina del dominio de fusión SmbP. 

 

 

4.3.7 Segunda purificación en columna de gravedad con resina de afinidad 

Después de la digestión enzimática con enteroquinasa, se realizó una segunda purificación en una 

columna de gravedad con resina de afinidad a histidinas, con el objetivo de separar el péptido 

escigonadina de la proteína portadora SmbP. Este procedimiento se basa en que las proteínas que 

conservan la etiqueta de histidina presentan afinidad por la resina, mientras que el péptido liberado 

se recupera principalmente en la fracción no retenida. 

Para ello, se colocaron 2.5 mL de resina en una columna de gravedad y se permitió el drenaje del 

líquido de conservación. Posteriormente, la resina se lavó con 8 volúmenes de agua destilada (8 

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

equivalentes a 5 mL. 

Posteriormente, se aplicó a la columna la muestra digerida completa (3 mL), lo que permitió su 

interacción con la resina. La columna se mantuvo en incubación a 4 °C durante 1 hora, realizando 

una homogenización suave cada 15 minutos para favorecer la unión de las proteínas con afinidad 

por la matriz.  

Finalizado el tiempo de incubación, se retiró el tapón inferior de la columna y se recolectó el 

percolado, correspondiente a la fracción que no se unió a la resina y en la que se recuperó 

principalmente el péptido escigonadina. Posteriormente, se realizaron dos lavados con 1 mL de 

buffer de equilibrio cada uno (2 mL en total), recolectando cada fracción por separado. 

Finalmente, las proteínas retenidas en la resina fueron recuperadas mediante tres eluciones 

consecutivas, utilizando 2.5 mL de buffer de elución en cada una. Las fracciones obtenidas durante 

este procedimiento fueron analizadas posteriormente mediante Tricine-SDS-PAGE, que permite 

una mejor resolución de proteínas y péptidos de bajo peso molecular. Para ello se empleó un gel 

al 15%, con el objetivo de verificar la eficiencia del corte enzimático y observar la separación de 

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

 

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

Para el análisis de proteínas y péptidos de bajo peso molecular se utilizó un sistema Tricine-SDS-

PAGE, que permite una mejor resolución de proteínas pequeñas en comparación con el sistema 

SDS-PAGE convencional. Se preparó un gel de resolución al 15% utilizando una solución de 

acrilamida al 30%. 

La mezcla para el gel de resolución al 15% se preparó combinando 2.500 mL de acrilamida al 
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30%, 2.300 mL de buffer de resolución, 0.145 mL de agua destilada, 3 μL de TEMED y 50 μL de 

persulfato de amonio (APS). La solución se mezcló suavemente y se vertió entre las placas de 

vidrio del sistema de electroforesis hasta alcanzar la altura deseada. El gel se dejó polimerizar a 

temperatura ambiente. 

Posteriormente se preparó 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 μL de TEMED y 150 μL de 

APS. Esta mezcla se vertió sobre el gel de resolución previamente polimerizado y se colocó el 

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

 

Para la preparación de las muestras se mezclaron 10 μL de muestra proteica con 10 μL de buffer 

de carga (Sample Buffer 2X) en un microtubo. La mezcla se incubó a 80 °C durante 3 minutos 

para favorecer la desnaturalización de las proteínas. 

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

pocillo. 

La electroforesis se llevó a cabo utilizando buffer de corrida tricina compuesto por 100 mM Tris, 

100 mM tricina y 0.1% (p/v) SDS. Este buffer se preparó disolviendo 12.1 g de Tris base, 17.9 g 

de tricina y 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 

proteínas. Posteriormente, el voltaje se incrementó a 125 V, manteniendo la corrida hasta 

completar la separación de las bandas proteicas 
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4.3.9 Evaluación de la actividad antimicrobiana. 

Las cepas bacterianas utilizadas en este estudio fueron proporcionadas por el Departamento de 

Patología Clínica del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio González”, ubicado en Monterrey, 

Nuevo León. 

La actividad antimicrobiana del constructo SmbP-escigonadina se evaluó frente a cepas clínicas 

de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) y Acinetobacter baumannii resistente a 

los carbapenémicos (CRAB) mediante el método de dilución en microplaca, con el fin de 

determinar la concentración mínima inhibitoria (MIC). 

Las colonias frescas de los aislados clínicos 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 

solución salina estéril, ajustando la turbidez de la suspensión 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 realizó una dilución 1:100, agregando 100 μL de la suspensión 

bacteriana a 9.9 mL de medio estéril, con el objetivo de obtener una concentración final 

aproximada de 5 × 10⁵ UFC/mL. 

La concentración inicial del péptido escigonadina se preparó a 8 μM, a partir de la cual se 

realizaron diluciones seriadas para obtener las concentraciones finales de 8 μM, 4 μM, 2 μM, 1 

μM, 0.5 μM y 0.25 μM. 

Las pruebas se realizaron en placas de microtitulación estériles de 96 pozos, en las cuales se 

distribuyeron las diferentes concentraciones del constructo junto con el inóculo bacteriano 

correspondiente. Cada pozo contenía el volumen adecuado de medio de cultivo, la suspensión 
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bacteriana y la concentración correspondiente del péptido recombinante. 

Durante el ensayo se incluyeron controles positivos y negativos, así como un blanco, con el fin de 

validar los resultados obtenidos. El control positivo consistió en pozos que contenían el inóculo 

bacteriano en el medio correspondiente, sin la adición 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 inóculo bacteriano, lo que permitió verificar la ausencia de contaminación en el 

sistema. Por su parte, el blanco consistió en pozos que contenían únicamente 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. El porcentaje de crecimiento relativo se 

calculó mediante la ecuación: 

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

× 100 

Las microplacas se incubaron a 37 °C durante 18 horas. Posteriormente, el crecimiento bacteriano 

se evaluó mediante la medición de la densidad óptica a 600 nm con un lector de microplacas. 

La actividad antimicrobiana de la escigonadina se determinó a partir de la reducción del 

crecimiento bacteriano en comparación con el control de crecimiento. Todos los ensayos se 

realizaron por triplicado y los resultados se expresaron como promedio ± desviación estándar. 
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Figura 4. Diseño de la placa de microdilución utilizada para la determinación 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 µM, evaluadas por triplicado 
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CAPITULO 5 

 

5. Resultados 

 

5.1 Transformación y expresión del constructo recombinante SmbP-escigonadina 

La obtención del constructo recombinante SmbP-escigonadina comenzó con la transformación de 

células competentes de Escherichia coli SHuffle. Posteriormente, las bacterias fueron sembradas 

en medio LB suplementado con kanamicina, observándose el crecimiento de colonias bajo 

condiciones de selección. Este resultado confirmó la incorporación exitosa del plásmido 

recombinante y permitió la obtención de clones viables para los ensayos posteriores de expresión 

proteica. 

 

Para evaluar la producción de la proteína recombinante, las células transformadas fueron 

cultivadas en medio LB con kanamicina, incubadas inicialmente a 37 °C e inducidas 

posteriormente con IPTG. Tras la inducción, los cultivos se mantuvieron a 25 °C para favorecer la 

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

 

En la Figura 5 se muestra el perfil electroforético correspondiente a la expresión a pequeña 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 teórico de 

la proteína de fusión SmbP-escigonadina. 
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La ausencia de esta banda en el control y su presencia en las muestras inducidas indican que la 

expresión del constructo fue exitosa. Asimismo, la intensidad de la banda observada sugiere una 

producción adecuada de la proteína recombinante en las condiciones de cultivo empleadas. 

 

Para confirmar la consistencia del sistema, se realizó un segundo análisis (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 señal. 

En conjunto, estos resultados demuestran que la transformación de E. coli SHuffle fue exitosa y 

que las condiciones de inducción empleadas permitieron la expresión reproducible del constructo 

SmbP-escigonadina, lo que permitió continuar con las etapas posteriores de purificación y 

caracterización del péptido. 

Figura 5. Microexpresión 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 expresión a pequeña escala de SmbP-SCY. 
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5.1.2 Expresión a gran escala y purificación del constructo SmbP-escigonadina 

 

Una vez confirmada la expresión del constructo SmbP-escigonadina a pequeña escala, se procedió 

a escalar el proceso de producción a un volumen total de 1 L de cultivo, con el objetivo de obtener 

una mayor cantidad de proteína recombinante para su posterior purificación y caracterización. 

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 inducción con IPTG y una 

incubación posterior a 25 °C. Estas condiciones favorecieron la producción de la proteína 

recombinante, lo que permitió obtener una biomasa suficiente para los procesos de purificación. 

La purificación de la proteína de fusión se llevó a cabo mediante cromatografía de afinidad por 

metales inmovilizados (IMAC), aprovechando la presencia de la etiqueta de histidinas en el 

constructo. El perfil cromatográfico obtenido se muestra en la Figura 6, donde se observa un 

incremento notable en la absorbancia a 254 nm durante la fase de elución, lo que indica la 

liberación de proteínas retenidas en la columna. 

Durante la etapa de elución, realizada con un buffer que contenía 200 mM de imidazol, se registró 

un pico bien definido, lo que sugiere la recuperación de la proteína recombinante con afinidad por 

la resina. Este comportamiento es característico de proteínas que presentan etiquetas de histidina, 

ya que el imidazol compite con los iones metálicos de la columna por los sitios de unión. 

Con el fin de analizar con mayor detalle la fracción correspondiente al pico de elución, se generó 

el cromatograma mostrado en la Figura 7, donde se observa un máximo de absorbancia en un 

volumen aproximado de 1.4175 mL, con un valor cercano a 1922 mAu. Este pico indica la 

concentración de proteína en dicha fracción, lo que sugiere una elución eficiente del constructo 

SmbP-escigonadina. 
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En conjunto, estos resultados evidencian que el sistema de expresión a gran escala permitió obtener 

cantidades suficientes de proteína recombinante y que la estrategia de purificación por IMAC 

resultó efectiva para su recuperación. Esto permitió continuar con las etapas posteriores de la 

diálisis, la digestión enzimática y la evaluación funcional del péptido. 

 

 

 

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

E. coli SHuffle. Elución en un solo paso con una solución amortiguadora de imidazol a 200 mM. 
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5.1.3 Análisis de la purificación del constructo SmbP-Escigonadina mediante SDS-PAGE 

Con el fin de evaluar la eficiencia del proceso de purificación mediante cromatografía 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 fracción de percolado. En los carriles del 4 al 10, correspondientes a las fracciones de 

elución, se observa una banda intensa alrededor de 21.1 kDa, consistente con el peso molecular 

esperado de la proteína de fusión SmbP-escigonadina. 

La disminución de la intensidad de esta banda en la fracción de percolado, en comparación con las 

fracciones de elución, sugiere que una proporción importante de la proteína recombinante se unió 

Figura 7. Cromatograma de elución correspondiente a SmbP-escigonadina. Se observa un pico 

principal de elución a un volumen de aproximadamente 1.4175 mL, con una absorbancia máxima 

cercana a 1922.33 mAU, lo que indica la presencia predominante de la proteína de interés. 
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a la resina durante la cromatografía. Asimismo, la presencia de la banda de interés en múltiples 

fracciones de elución indica que el proceso permitió recuperar la proteína de forma progresiva. 

Estos resultados indican que la estrategia de purificación mediante IMAC fue efectiva para la 

recuperación del constructo SmbP-escigonadina, lo que permitió obtener fracciones enriquecidas 

en la proteína de interés, que se utilizaron para los procesos posteriores de diálisis y digestión 

enzimática.  

           

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Gel de SDS-PAGE al 15% después de la purificación en IMAC. En el 1º carril 

observamos el marcador de peso molecular; en el 2º carril, la lisis total; en el 3º carril, la fracción 

percolada; y en los carriles del 4 al 10, las fracciones correspondientes a la elución. 
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5.1.4 Cuantificación de proteína mediante el método de Bradford. 

La concentración de la proteína recombinante obtenida tras el proceso de purificación se determinó 

mediante el método de Bradford, utilizando albúmina sérica bovina (BSA) como estándar. La 

curva de calibración se construyó 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 presentó 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 generó la curva estándar de BSA, observándose una relación lineal  

entre la concentración de proteína y la absorbancia. 

El análisis de regresión lineal permitió obtener la ecuación y = 0.8348x + 0.1239, con un 

coeficiente de determinación R² = 0.9822, lo que indica una adecuada correlación entre ambas 

variables dentro del rango evaluado. 

A partir de esta ecuación, las concentraciones de las muestras problema se determinaron mediante 

interpolación lineal, lo que permitió estimar de manera confiable la cantidad de proteína 

recombinante obtenida tras la purificación. El análisis reveló una concentración promedio de 

6.893mg de proteína recombinante purificada, evidenciando un rendimiento satisfactorio del 

proceso de producción y purificación. 

Concentración 

(μg/mL) 

Absorbancia 

réplica 1 

Absorbancia 

réplica 2 

Absorbancia 

réplica 3 

Promedio  

      de 

absorbancia 

0.50 0.525 0.525 0.525 0.525000 
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Tabla 1. Datos de la curva de calibración estándar de BSA. 

 

 

 

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 

y = 1.1766x - 0.1297

R² = 0.9822

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

1.6

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4

A
b
s
o
r
b
a
n
c
i
a
 
(
n
m
)

Concentraciones (μg/mL)

Curva de calibración estandar de 

BSA

Figura 9. Curva estándar de BSA obtenida mediante el método de Bradford. Relación entre la 

concentración de albúmina sérica bovina (BSA) y la absorbancia a 595 nm. Los datos 

corresponden al promedio de tres mediciones independientes. La línea representa el ajuste de 

regresión lineal (y = 0.8348x + 0.1239; R² = 0.9822). 

 

Figura 10. Curva estándar de BSA obtenida mediante el método de Bradford. Relación entre la 

concentración de albúmina sérica bovina (BSA) y la absorbancia a 595 nm. Los datos 
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5.1.5 Análisis del péptido escigonadina libre mediante SDS-PAGE en geles de Tricina. 

La obtención del péptido escigonadina libre se confirmó mediante el análisis por Tricina SDS-

PAGE tras la digestión enzimática del constructo SmbP-escigonadina y su posterior purificación 

en una columna de gravedad con resina Ni-IMAC. 

Como se observa en la Figura 11, correspondiente al gel posterior al proceso de digestión, se 

evidencia la aparición de una banda con un peso molecular aproximado de 11.27 kDa, consistente 

con el tamaño esperado del péptido escigonadina libre. En los carriles correspondientes a las 

fracciones digeridas (3) se observa una disminución 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 enzimático eficaz. 

Asimismo, las fracciones de elución (carriles 4 al 7) muestran la presencia del péptido de interés, 

lo que indica que el proceso de purificación permitió recuperar el producto tras la digestión. Por 

otro lado, las fracció de lavado 8 presentan una menor intensidad de señal, lo que sugiere la 

eliminación de proteínas no específicas. 

Los resultados obtenidos confirman que el proceso de digestión enzimática fue efectivo para 

liberar el péptido escigonadina a partir del constructo recombinante, y que la purificación mediante 

columna de gravedad con resina Ni-IMAC permitió aislar el péptido de interés. 
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Figura 10. Análisis por SDS-PAGE de tricina del corte enzimático del constructo SmbP-

escigonadina. El carril 1 corresponde al marcador de peso molecular. El 2 carril corresponde a la 

muestra posterior a diálisis. El carril 3 corresponde a la digestión enzimática. Del carril 4 al 7 

corresponde a la muestra digerida. El carril 8 corresponde a la fracción de lavado. Se observa la 

presencia de una banda alrededor de 11.27 kDa, correspondiente al péptido escigonadina libre, así 

como la disminución de la banda del constructo completo (21 kDa), lo que indica el corte 

enzimático. 
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5.1.6 Actividad antimicrobiana del péptido escigonadina libre 

La actividad antimicrobiana del péptido escigonadina libre, obtenido tras la digestión del 

constructo SmbP-escigonadina y su posterior separación, fue evaluada frente a Acinetobacter 

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

(MRSA) mediante ensayos de microdilución 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 

consideró como el 100 % de crecimiento. El porcentaje de crecimiento relativo se calculó mediante 

la siguiente ecuación: 

Crecimiento relativo (%) = (
Absorbancia del tratamiento

Absorbancia del control negativo
) × 100 

 

Donde la absorbancia del tratamiento corresponde a cada concentración evaluada del péptido y la 

absorbancia del control negativo representa el crecimiento bacteriano máximo en ausencia de 

tratamiento. 

Como se muestra en la Figura 12, correspondiente a CRAB, el tratamiento con el péptido libre 

provocó una disminución casi total del crecimiento bacteriano en todas las concentraciones 

evaluadas. Los valores de crecimiento relativo fueron inferiores al 3%, lo que evidencia una 

inhibición altamente eficiente incluso a las concentraciones más bajas. Asimismo, el análisis 

estadístico mostró diferencias altamente significativas en comparación con el control negativo 

(***; p < 0.001). 
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En contraste, la respuesta observada en MRSA Figura 12, evidenció una reducción 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 proliferación 

bacteriana bajo las condiciones analizadas. Además, se observó un comportamiento dependiente 

de la concentración, en el que las concentraciones más altas del péptido generaron una mayor 

inhibición del crecimiento. 

En conjunto, los resultados evidencian que la liberación del péptido escigonadina a partir del 

constructo recombinante permite recuperar su actividad biológica, 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 podría influir en la interacción del péptido, 

favoreciendo su acción sobre bacterias Gram negativas. 

 



55 

 

 

 

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 ± desviación estándar (n = 3). Evaluado mediante t-test. 

Significancia (***) p < 0.001 vs. control negativo.  
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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 ± desviación estándar (n=3). Evaluado mediante t-tes. 

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

 

 

6. Discusión 

La producción del constructo recombinante SmbP-escigonadina en Escherichia coli SHuffle 

permitió obtener una proteína de fusión con el peso molecular esperado, lo que confirma la 

eficiencia del sistema de expresión empleado. Este resultado concuerda con lo reportado para esta 

cepa, la cual ha sido diseñada para favorecer la formación de enlaces disulfuro en el citoplasma, 

una condición esencial para el correcto plegamiento y la estabilidad de proteínas que contienen 

este tipo de estructuras [18]. En este sentido, el uso de E. coli SHuffle constituye una estrategia 

adecuada para la expresión de péptidos antimicrobianos estructuralmente complejos, como la 

escigonadina. 

Asimismo, el empleo de proteínas de fusión, como SmbP, contribuyó significativamente a mejorar 

la solubilidad y la estabilidad del péptido durante su expresión. Diversos estudios han demostrado 

que las etiquetas de fusión no solo incrementan el rendimiento de producción, sino que también 

protegen a los péptidos frente a la degradación proteolítica y reducen su toxicidad para la célula 

hospedadora [10,14]. En concordancia con estos reportes, los resultados obtenidos sugieren que 

SmbP actuó como un elemento estabilizador eficaz, facilitando la obtención del constructo 

recombinante en condiciones adecuadas para su purificación posterior. 

La purificación mediante cromatografía de afinidad por metales inmovilizados (IMAC) permitió 

la recuperación selectiva del constructo recombinante, como se evidenció tanto en el perfil 

cromatográfico como en los análisis por SDS-PAGE. Este método se basa en la interacción 

específica entre los residuos de histidina y iones metálicos, lo que permite una purificación 
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altamente selectiva de proteínas recombinantes [14,37]. La detección del constructo en múltiples 

fracciones de elución sugiere un proceso eficiente, aunque con una liberación progresiva 

característica de sistemas dependientes de gradiente de imidazol, lo cual es consistente con lo 

descrito en sistemas de purificación similares. 

Posteriormente, la digestión enzimática permitió liberar el péptido escigonadina en su forma libre, 

lo cual fue confirmado mediante Tricina SDS-PAGE. La aparición de una banda correspondiente 

al peso esperado (11.27 kDa), acompañada de la disminución de la banda del constructo completo 

(21 kDa), evidencia un proceso de escisión eficiente. Este paso resulta crítico, ya que se ha 

reportado que la actividad biológica de los péptidos antimicrobianos puede verse comprometida 

cuando permanecen fusionados a proteínas portadoras, recuperándose únicamente tras su 

liberación [10,17]. Por lo tanto, la eficiencia de la digestión enzimática constituye un factor 

determinante para la evaluación funcional del péptido. 

Desde el punto de vista funcional, el péptido escigonadina libre mostró una elevada actividad 

antimicrobiana frente a Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos (CRAB), 

evidenciada por una inhibición prácticamente total del crecimiento bacteriano en todas las 

concentraciones evaluadas. Este comportamiento es consistente con el mecanismo de acción 

descrito para los péptidos antimicrobianos, que interactúan con la membrana bacteriana mediante 

interacciones electrostáticas y componentes hidrofóbicos, lo que provoca su desestabilización, la 

formación de poros y la eventual lisis celular [9,24,38]. Además, se ha descrito que los AMPs 

pueden presentar mecanismos multifactoriales que incluyen la alteración de procesos 

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

La alta susceptibilidad observada en A. baumannii puede explicarse en parte por la composición 

de su membrana externa, rica en lipopolisacáridos, lo que favorece la interacción con péptidos 
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antimicrobianos, especialmente aquellos con regiones anfipáticas capaces de insertarse en la 

bicapa lipídica [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 múltiples antibióticos convencionales [33,41]. 

En contraste, la actividad observada frente a Staphylococcus aureus resistente a meticilina 

(MRSA) fue menor, mostrando una inhibición significativa pero parcial del crecimiento 

bacteriano. Aunque se observaron diferencias estadísticamente 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 actúa como barrera física y 

limita la difusión del péptido hacia la membrana citoplasmática [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, así como de las propiedades 

fisicoquímicas del péptido, incluyendo su carga, hidrofobicidad y estructura secundaria [9,28,32]. 

No obstante, es importante señalar que los AMPs pueden ejercer efectos adicionales más allá de la 

disrupción de membrana, tales como la inhibición de procesos metabólicos esenciales o la 

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

Un aspecto relevante de este estudio es que la actividad antimicrobiana se observó únicamente tras 

la liberación del péptido escigonadina, lo que resalta la importancia del proceso de digestión 

enzimática en la obtención de moléculas funcionales. Este fenómeno ha sido descrito en diversos 

sistemas recombinantes, donde las proteínas de fusión actúan principalmente como herramientas 

de expresión y estabilización, pero deben ser removidas para permitir la interacción directa del 
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péptido con su blanco biológico [10,17]. Esto refuerza la importancia de optimizar tanto la 

expresión como los procesos de escisión 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 acción, rapidez bactericida y menor propensión a inducir resistencia en comparación 

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

Adicionalmente, los resultados obtenidos aportan evidencia experimental que respalda el uso de 

estrategias recombinantes basadas en proteínas de fusión y sistemas de expresión optimizados 

como herramientas viables para la producción 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 patógenos 

multirresistentes de relevancia clínica 
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CAPITULO 7 

 

7. Conclusiones 

 

• Se expresó el constructo recombinante SmbP-escigonadina en Escherichia coli SHuffle como 

sistema de producción, obteniéndose una proteína de fusión estable bajo condiciones de inducción 

controladas. 

• El uso de la etiqueta de fusión SmbP permitió la purificación eficiente del constructo mediante 

cromatografía de afinidad por metales inmovilizados (IMAC), lo que facilitó la recuperación 

selectiva de la proteína recombinante. 

• El análisis por SDS-PAGE confirmó la presencia de una banda característica cercana a 21 kDa, 

correspondiente al peso molecular esperado del constructo SmbP-escigonadina. 

• La cuantificación mediante el método de Bradford evidenció la obtención de proteína 

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

• La digestión enzimática permitió la liberación del péptido escigonadina libre, lo cual fue 

corroborado mediante SDS-PAGE con Tricine, donde se observó una banda correspondiente a 

11.27 kDa. 

• La purificación posterior mediante una columna de gravedad con resina Ni-IMAC permitió 

mejorar la pureza del péptido tras la digestión, lo que facilitó su análisis biológico. 

• El péptido escigonadina libre presentó una actividad antimicrobiana altamente eficaz frente a 

Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos (CRAB), mostrando una inhibición 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 mostró una 

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

• Se observó 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 inhibición del crecimiento bacteriano en la 

cepa CRAB bajo las condiciones evaluadas. 

• Los resultados obtenidos indican que la escigonadina presenta actividad antimicrobiana frente a 

bacterias clínicamente relevantes, destacando una mayor eficacia frente a A. baumannii en 

comparación 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 biológica. 

• Optimizar la producción del péptido mediante estrategias de expresión a mayor escala que 

mejoren el rendimiento. 

• Analizar el efecto del péptido en combinación con antibióticos convencionales para identificar 

posibles efectos sinérgicos frente a bacterias resistentes. 

• Evaluar la actividad antimicrobiana del péptido escigonadina frente a un mayor número de 

aislados clínicos multirresistentes para confirmar su espectro de acción. 
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CAPITULO 9 

 

9. Disposición 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 Gestión de Residuos de 

la Facultad de Ciencias Químicas (FCQ) de la Universidad Autónoma de Nuevo León (UANL). 

 

 

 

RESIDUO COLECTOR 

Solución buffer TGS (Tris glicina SDS) “A” Soluciones salinas de pH 6-8, soluciones de: 

sales inorgánicas, ácidos inorgánicos, ácidos 

orgánicos y bases inorgánicas 
Solución buffer TAE (Tris acetato EDTA) 

RbCl, CaCl2, NaCl, MgCl2, MnCl2, 

KAc, glicerol 

Sacarosa, Tris-HCl, EDTA 

Buffer de equilibrio (Tris-HCl, NaCl) 

Buffer de elución (Tris-HCl, NaCl, 

Imidazol) 

“G” Combinaciones orgánicas sólidas 

Agarosa 

Poliacrilamida Colorantes y Lugol 

Azul de Coomassie 

Cristal Violeta Esterilizados Basura normal 

Medios de cultivo 
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