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RESUMEN

Actualmente, la prevalencia de resistencia antimicrobiana representa un gran peligro
para la salud publica. Como respuesta ante esta problematica surge la utilizacion de
péptidos antimicrobianos (PAMs), donde se destacan las Cecropinas debido a que
presentan actividad contra bacterias Gram negativas y positivas, siendo una buena
opcidn terapéutica contra la resistencia bacteriana. Los principales métodos de
produccion de las Cecropinas, son la sintesis quimica y obtencion de fuentes naturales.
Sin embargo, estos métodos presentan un elevado valor econémico, por lo que la
expresion mediante proteinas de fusion que enmascaran su actividad es la alternativa
mas viable. Con estos antecedentes, en el presente estudio se disefid un péptido
(CRP_NO) empleando reconstruccion ancestral. Para conseguir la expresion del
péptido CRP_NO en Escherichia coli BL21 pG-Tf2, se construyd una proteina de
fusién conformada por una inteina flanqueada por una cola de histidinas y el péptido
CRP_NO en los extremos N- y C- terminal, respectivamente. Esta construccion fue
clonada en el vector de pET-11b. Mediante diferentes ensayos de expresion se
determind que las condiciones Optimas se dan al incubar las células a temperatura
ambiente, en presencia de 0.4 mM IPTG durante 4 horas. Ademas, se evaluaron
diferentes condiciones de temperatura y pH para inducir la autoescision de la inteina
y liberacion del péptido CRP_NO. Se determind que la escision total se da al incubar a
25 grados centigrados y pH 10. De esta manera, se consiguié obtener un péptido con
potencial actividad antimicrobiana empleando reconstruccion ancestral y un sistema

econdmico de expresion en E. coli.

Palabras claves: péptido antimicrobiano, Cecropina, reconstruccion ancestral,

proteina de fusion, inteina, autoescision, cromatografia de afinidad.
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ABSTRACT

Nowadays, the antimicrobial resistance prevalence represents a great danger to public
health. In response to this problem, the use of antimicrobial peptides (PAMS) arises,
where Cecropins stand out because they present activity against Gram-negative and
positive bacteria, being a good therapeutic option against bacterial resistance. The
main production methods of Cecropins are chemical synthesis and obtaining them
from natural sources. However, these methods have a high economic value, so
expression though fusion proteins that mask their activity is the most viable alternative.
With this background, in the present study a peptide (CRP_NO) was designed using
ancestral reconstruction. To achieve the expression of the CRP_NO peptide in
Escherichia coli BL21 pG-Tf2, a fusion protein consisting of an intein flanked by a
histidine tag and the CRP_NO peptide at the N- and C-terminus, respectively, was
constructed. This construct was cloned into the pET-11b vector. Through different
expression assays, it was determined that the optimal conditions occur when the cells
are incubated at room temperature, at 0.4 mM IPTG for 4 hours. In addition, different
temperature and pH conditions were evaluated to induce intein self-excision and
release of the CRP_NO peptide. It was determined that total cleavage occurs when
incubating at 25 degrees Celsius and pH 10. In this way, it was possible to obtain a
peptide with potential antimicrobial activity using ancestral reconstruction and an

economical expression system in E. coli.

Keywords: antimicrobial peptide, cecropins, ancestral reconstruction, fusion protein,

intein, self-cleavage, affinity chromatography.
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CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes Investigativos
1.1.1. Resistencia de microorganismos patdgenos a compuestos antimicrobianos

El rdpido aumento de microrganismo patdgenos resistentes a compuestos
antimicrobianos convencionales esta dirigiendo a la poblacion mundial hacia una
nueva era en la cual los tratamientos previamente efectivos ya no seran relevantes. Esta
perspectiva demanda que se tomen medidas urgentes. Segun datos publicados por la
OMS (2014), las bacterias que mas infecciones causan en hospitales y la comunidad
son Escherichia coli, Klebsiella pseumoniae, Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumoniae, Salmonella sp., Shigella sp. y Neisseria gonorrhoea. La mayoria de estas
bacterias presentan una alta taza de resistencia a varios antimicrobianos de primera
generacion, provocando que las terapias contra infecciones graves sean tratadas con
antibidticos de segunda generacion, lo cual causa problemas debido a que presentan
efectos secundarios mas severos y son mas costosos, limitando su utilizacion (Aslam
et al., 2018).

Las infecciones ocasionadas por E. coli y K. pseumoniae Ilaman ain més la atencion
cuando estas presentan resistencia a carbapenémicos de tercera generacion, ya que
limitan los tratamientos orales disponibles para las infecciones urinarias que se
presentan con mayor frecuencia en la comunidad (Murray et al., 2022; Larsson &
Flach, 2022).



1.1.1.1. Impacto de microrganismos resistentes y multirresistentes a farmacos para la

salud publica

La OMS reporta que cada afio ocurren alrededor de 700 000 muertes a nivel mundial
causas por infecciones resistentes a antibioticos. Se estima que para el afio 2050 dicha
cifra ascenderd a méas de 10 millones de muertes por afio (Inoue, 2019), razon por la
cual se ha catalogado a la resistencia antimicrobiana como una de las 3 principales

amenazas mas importantes para la salud pablica (Poirier et al., 2022).

Por otro lado, en la mayoria de los casos las infecciones causadas por bacterias
multirresistentes generalmente se presentan posterior al tratamiento farmacolégico de
los pacientes. La CDC (Centro para el Control y la Prevenciéon de Enfermedades de
los Estados Unidos de Norteamérica), ha reportado que alrededor de 3 millones de
personas adquieren infecciones resistentes o multirresistentes después de la toma de
antibioticos y que casi 50 000 personas mueren como resultado de estas (Phillips,
2015).

En el Ecuador, se ha logrado identificar a varios microorganismos con resistencia
antimicrobiana que representan un peligro para la salud publica a nivel nacional. Las
principales amenazas encontradas fueron E. coli, Klebsiella pneumoniae,
Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa, en las cuales se detectd la
presencia de varios genes de resistencia a farmacos (Direccidon Nacional de
Vigilancia Epidemioldgica, 2018). Esto se debe al uso indiscriminado de compuestos
antimicrobianos en humanos, animales, plantas y el medio ambiente, promoviendo asi
el desarrollo de nuevos mecanismos de resistencia. En algunos casos los
microorganismos resistentes son dificiles de detectar debido a las debilidades del
sistema de salud publica, contribuyendo de esta manera a su prevalencia (Larsson &
Flach, 2022).



1.1.1.2. Mecanismos de resistencia a compuestos antimicrobianos

Los microorganismos han adquirido diferentes mecanismos moleculares vy
bioquimicos para responder a amenazas tales como la accién de moléculas
antimicrobianas que ponen en peligro su supervivencia. Esto se da debido a que las
bacterias se encuentran en constante interaccion con microorganismos que producen
compuestos antimicrobianos de manera natural, ocasionando mecanismos de

resistencia (Huemer et al., 2020).

En primer lugar, se encuentran las modificaciones genéticas, las cuales se pueden
catalogar en dos diferentes estrategias de adaptacion a antimicrobianos (Brito et al.,
2022). i) La resistencia mutacional que surge en un conjunto de bacterias susceptibles
a los antibidticos, las cuales desarrollan mutaciones en diferentes genes, afectando la
actividad del compuesto antimicrobiano. Dichas mutaciones pueden provocar
modificaciones en la diana antimicrobiana, disminucion de la captacién del farmaco
y/o cambios en rutas metabdlicas (Yamasaki et al., 2022). ii) La transferencia
horizontal de genes, que se da como resultado de la interaccion de los microorganismos
dentro de su entorno, ocasionando la adquisicion de material genético externo, ya sea

por transformacién, transduccion o conjugacion (Lerminiaux & Cameron, 2019).

En segundo lugar, se tiene a los mecanismos bioguimicos. Las bacterias pueden utilizar
diferentes rutas metabolicas para resistir el efecto antimicrobiano. Dichas rutas pueden
coexistir en la bacteria y al mismo tiempo inhibir la accién del farmaco. En esta
descripcion los mecanismos son clasificados en base a la ruta bioquimica involucrada:
i) produccion de enzimas, las cuales ocasionan modificaciones de la molécula
antimicrobiana por la adicion de compuestos quimicos que destruyen a la molécula
antimicrobiana (Brito et al., 2022). ii) Barreras de permeabilidad, la membrana
bacteriana actia como primera linea de defensa contra compuestos tdxicos, por ello,
producen cambios en la permeabilidad o bombas de flujo para evitar que el antibidtico

ingrese a la célula (Yamasaki et al., 2022). iii) Alteracion del sitio blanco del
3



antibiotico, las bacterias han desarrollado técnicas como la modificacion del sitio
diana, ya sea por alteracion enzimatica y remplazo o derivacion del sitio objetivo,
evitando que el antibidtico interfiera con el sitio diana, disminuyendo la afinidad del
farmaco (Gabibov et al., 2020). Por estas razones, varios investigadores se enfocan

en la busqueda de nuevas moléculas para el control de infecciones.

1.1.2. Péptidos antimicrobianos como una nueva alternativa para el tratamiento

contra bacterias patdégenas humanos

El rapido incremento de bacterias resientes y multirresistentes ha impulsado la
busqueda de nuevos métodos que ayuden a combatir infecciones. Los péptidos
antimicrobianos (PAMSs) han captado la atencion de la comunidad cientifica como
posibles candidatos para el tratamiento de infecciones, debido a que presentan
actividad antimicrobiana, antifangica y/o antitumoral (Haney et al., 2017).
Estructuralmente los PAMSs son moléculas cortas, de entre 12 a 60 aminoacidos, que
forman parte del mecanismo innato de defensa del huésped frente a una infeccion
(Sierraetal., 2017).

1.1.2.1. Moléculas naturales de defensa en insectos

La primera linea de proteccidn en los insectos contra patdgenos esta representada por
barreras fisicas como la cuticula, la pared intestinal y las traqueas. En el caso de que
los invasores logren pasar a través de dichas barreas, se activan las respuestas del
sistema inmune, tales como las respuestas celulares y humorales (Walker et al., 2021).
En el caso de los insectos, la respuesta celular esta mediada por hemocitos, el
componente celular de la hemolinfa, encargada de la encapsulacion y fagocitosis de
patdgenos. Por otra parte, los hemocitos y las células del cuerpo graso forman parte de
la respuesta humoral en donde se incluye la sintesis de PAMSs, y cascadas enzimaticas

que regulan la coagulacion y mecanizacion de la hemolinfa (Sheehan et al., 2020).



1.1.2.2. Clasificacion de los péptidos antimicrobianos

La clasificacion de los PAMs de acuerdo con su estructura se divide en tres familias
principales: los péptidos lineales a-helicoidales, péptidos globulares de  ldminas y

una combinacion entre hélices o y laminas  (Chia et al., 2023).

Los péptidos lineales a-helicoidales generalmente se localizan en la matriz extracelular
de ranas e insectos, en este grupo se encuentran Cecropinas, Mellitina, Maculatinas,
Catelicidina, LL-37 (PAM humano), y Magaininas, cuya caracteristica comun es que

poseen un residuo amino y una hélice o mas corta ¢ hidrofoba en el extremo C-terminal

(Brady et al., 2019).

Los péptidos globulares de B laminas incluyen Defensinas, Protegrinas, Taquiplesinas,
Bactenesinas y Catelicidinas. Se caracterizan por tener residuos de cisteina altamente
conservados que forman enlaces disulfuro. En el caso de las Defensinas, el grupo méas
grande de PAMs, los enlaces disulfuro contribuyen a la estabilidad estructural y

disminuyen su degradacion por proteasas (Zharkova et al., 2019).

En la tercera clasificacion se encuentra la Defensina lucifencina aislada a partir Lucilia
sericata. Esta proteina presenta una combinacion entre hélices a y laminas [, que se
encuentran conectadas por dos enlaces disulfuro. Este PAM ha presentado una alta

actividad antimicrobiana en estudios in vitro (Manniello et al., 2021).

1.1.2.3. Péptidos miméticos

Los péptidos miméticos se pueden definir como compuestos disefiados sintéticamente

para imitar las propiedades bioldgicas de un péptido natural. Son creados a partir de

secuencias originales de peptidos, en donde se realizan sustituciones en diferentes
5



secciones del péptido y pueden ser utilizados como opciones terapéuticas, gracias a su
alto potencial y baja toxicidad (Ochoa et al., 2022). Para ello, se dan optimizaciones
sintéticas de péptidos activos, alteracion de la longitud o columna vertebral,
modificaciones en las cadenas laterales, hidrofobicidad, carga y antipatica (Andrea et
al., 2018).

En los ultimos afios se ha logado desarrollar péptidos miméticos mediante la
manipulacion del perfil farmacologico de los PAMs, obteniendo un mayor grado de
comprension sobre la relacion que existe entre la estructura y la actividad
antimicrobiana (Lee, 2022). Por ello, se considera a los péptidos miméticos como un

gran potencial en la industria farmacéutica.

1.1.2.4.Desarrollo de péptidos antimicrobianos

El desarrollo de PAMs ha llamado la atencion debido a la baja probabilidad de
resistencia que presentan las bacterias a sus mecanismos de accion, especialmente
debido a las limitaciones que tienen los patdgenos por preservar la funcionalidad y
estructura de la membrana, mientras intenta evitar la actividad disruptiva de los PAMs
(Moretta et al., 2021). El ataque a multiples objetivos de baja afinidad, en lugar de
atacar a un solo objetivo de alta afinidad (como de los antibioticos actuales), el amplio
espectro de accién y los rapidos efectos antimicrobianos con una menor propension a
desarrollar resistencia, ha convertido a los PAMs en candidatos muy prometedores

para el tratamiento de enfermedades infecciosas (Bechinger & Gorr, 2017).

En la actualidad, grandes esfuerzos se han realizado en torno a la sintesis y creacion
de nuevos PAMs con la finalidad de satisfacer la necesidad mundial que existe con
respecto a nuevos tratamientos contra infecciones causadas por bacterias resistentes.
Por ello, varios investigadores se han enfocado en la evaluacion in vitro de diferentes

péptidos con un amplio espectro antibacteriano (Ziaja et al., 2020). Por ejemplo, la
6



gramicidina, un ciclodecapéptido, es utilizada en tratamientos topicos en casos muy
especificos, en los cuales no funcionan los antibiéticos (Kaman et al., 2022). EI LTX-
109 es un péptido mimético utilizado para el tratamiento en infecciones cutaneas
ocasionadas por bacterias Gram-positivas (Nilsson et al., 2015). La polimixina es
utilizada en tratamientos oculares y en infecciones gastrointestinales provocadas por

bacterias resistentes a antibiéticos (Rigatto et al., 2019).

1.1.2.5.Mecanismo de accion de los péptidos antimicrobianos

La capacidad de los péptidos para dirigirse hacia las células bacterianas sin afectar las
células eucariotas se basa en los componentes que poseen sus membranas celulares.
Por un lado, los compuestos como fosfatidilglicerol, cardiolipina y fosfatidilserina,
presentes en la membrana celular de bacterias, le confieren una carga negativa. Por
otra parte, las células eucariotas posen una carga positiva debido a la presencia de
fosfolipidos zwitteridénicos (compuestos con carga neutra) y colesterol (Park et al.,
2022). Los PAMs contiene hasta un 50% de residuos hidréfobos y cuentan con una
carga positiva neta, la cual interacta con las membranas lipofilicas de las células

bacterianas cargadas negativamente (Haney et al., 2017).

En este contexto, los PAMs son atraidos por cargas electrostaticas hacia las
membranas celulares bacterianas, en donde se da una interaccion con los residuos
hidrofobos del péptido. Los mecanismos mas comunes utilizados por los PAMs contra

los microrganismos los cuales se describe a continuacion:

1.1.2.5.1. Modelo de agregados

El modelo de agregados se basa en la union de las estructuras a-helicoidales con la
membrana externa bacteriana, dando paso a la formacion de canales. Los PAMs

atraviesan la membrana mediante la formacion de complejos supramoleculares
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péptido-lipido, responsable de la transportacion de PAMSs. Estos complejos
interaccionan con las superficies hidrofobicas e hidrofilicas dando la formacion de

canales por donde ingresan iones y péptidos (Luo & Song, 2021).

1.1.2.5.2. Modelo toroidal

El modelo toroidal se basa dos interacciones, la primera en donde la region hidrofébica
de PAM interacciona con el nucleo del lipido y la segunda en donde la regién
hidrofilica estd relacionada con la cabeza de los fosfolipidos, estas interacciones
permiten que los PAMs ingresen de manera perpendicular ocasionando que la
membrana se curve y se formen poros (Aisenbrey et al., 2019).

1.1.2.5.3. Modelos de duela de barril

El modelo de la duela de barril se centra en la union de las estructuras a-helicoidales
con los mondmeros para enlazarse con la membrana. La region hidrofobica del PAM
interaccionan con el nucleo lipidico, mientras que las zonas hidrofilicas ingresan a la
célula. Conforme se unen mas mondémeros a las estructuras a-helicoidales se

incrementa el tamafo del poro (Bechinger & Gorr, 2017).

1.1.2.5.4. Modelos de tapete

El modelo de tapete consiste en asociarse a la membrana bacteriana mediante los ejes
de los dominios a-helicoidales de forma paralela a la superficie de la bicapa lipidica,
adquiriendo una forma de “tapete”, mientras las cadenas laterales no polares del
péptido ingresan en el nucleo hidrofobo de la membrana (Tsai et al., 2022). Esta
estructura tiene la capacidad de expandir la membrana externa, dando paso a la
formacion de poros, lo cual aumenta la permeabilidad y afecta el equilibrio

electrolitico celular, provocando una muerte bacteriana (Robles et al., 2022).



1.1.2.5.5. Mecanismo de no penetracion de membrana

El mecanismo de no permeacion de membrana se diferencia de los anteriores debido
a que actla dentro de la célula. Es estos casos se puede dar una inhibicién de la sintesis
de proteinas de membrana o ADN, rupturas en las cadenas de ADN, sintesis de
moléculas que provoquen estrés celular o activacion de mecanismos de

autodestruccion celular (Zhang et al., 2022).

1.1.3. Cecropinas
1.1.3.1. Origen de las Cecropinas

Las Cecropinas forman parte de la familia méas abundante de PAMs lineales a-
helicoidales en insectos. La primera Cecropina fue aislada a partir de la hemolinfa de
Hyalophora cecropiay y se caracterizd debido a que presentaba actividad contra
bacterias Gram-negativas (Liu et al., 2022). En resumen, el proceso de sintesis de este
PAM en los insectos comienza con la secrecion de una proteina inmadura, que
posteriormente pasa por un proceso de proteo6lisis, en donde se eliminan secciones que
no poseen actividad mediante péptido sefiales, obteniendo asi una Cecropina madura

con actividad antimicrobiana (Islam et al., 2022).

El potencial farmacolégico que han mostrado las Cecropinas y péptidos similares en
bacterias patdgenas ha llamado la atencion de varios investigadores. Incluso, en
algunos casos han presentado una accion antifangica como, por ejemplo, la cecropina
A con una concentracion de 4mg/mL presenta actividad antimicética contra Candida
albicans Neurospora crassa, Rhizopus sp., Fusarium sp., Alternaria sp. y Mucor
sp.(Zhang et al., 2015). Otros estudios muestran que la C18, un péptido derivado de
la cecropina-4, presenta una actividad antifingica superior al fluconazol contra
Candida albicans y Candida tropicalis con una MIC de 32 pg/mL y 8 0 16 pg/mL,
respectivamente (Sun et al., 2022).



También se ha demostrado que la cecropina B-LHRH' posee actividad anticancerigena
en células de cancer de ovario. Estudios realizados en conejillos de indican que este
PAM inhibid¢ el crecimiento de células cancerigenas con una reduccion del 20 y 23%
del peso tumoral (Li et al., 2016). Xu et al. (2020), informan que las Cecropinas Ay
D presentan una actividad anticariégena en células Ecal09 y TE13, estas lineas
celulares pertenecen a células de cancer de esofago, en donde se obtuvo una inhibicion

en el crecimiento de las mismas a una MIC de 40 ug/mL.

1.1.3.2.Estructura

Dependiendo del tipo de cecropinas, tienen diferentes estructuras. En el caso de la
cecropina A (Figura 1A), esta conformada por dos a-helices conectadas por una regién
bisagra, que es importante en la expresion de la actividad antimicrobiana (Wang et
al., 2018). Este PAM ha demostrado tener una alta actividad antimicrobiana en
diferentes cepas de Acinetobacter baumannii, con una MIC de 2-8 mg/L (Rodriguez-
Hernandez et al., 2006). Por otra parte, las cecropinas P1, 4 y la Aedecina (Figuras
1B, 1C y 1D) estan conformadas por una a-hélice, las cuales han presentado una alta
actividad antimicrobiana contra Staphylococcus aureus. La cecropina 4 posee una
MIC contra S. aureus de 4 ug/mL (Peng et al., 2021). También Godreuil et al. (2014),
reportan que la Aedesina tiene una MIC de 2 ug/mL contra la misma bacteria. Estos
resultados muestran que la estructura de las diferentes cecropinas influyen en la

actividad antimicrobiana que estas poseen.
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Figura 1. Estructura de diferentes Cecropinas.
A) Cecropina A; B) Cecropina P; C) Cecropina 4; D) Aedesina

Fuente:(RCSB PDB, 2022).

Independientemente de su estructura, las cecropinas utilizan el modelo de tapete
mencionada anteriormente para su actividad antimicrobiana (Blair et al., 2022). La
mayoria tiene un extremo polar y otro apolar, estas caracteristicas se dan en base a los
grupos funcionales que poseen en sus extremos terminales. EI extremo N-terminal esta
cargado positivamente debido a la presencia del grupo amino, convirtiéndolo en un
extremo hidrofilico (Manniello et al., 2021). Por otro lado, el extremo C-Terminal
posee caracteristicas hidrofobicas dado la presencia de grupos carboxilos, lo cual le
confiere una carga negativa. Esta propiedad permite que el extremo N-terminal
interactUe con la superficie de la membrana de células bacterianas, otorgandole una

actividad antimicrobiana (Godreuil et al., 2014).
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1.1.4. Meétodos actuales para la produccién de Cecropinas
1.1.4.1. Sintesis quimica

La sintesis quimica o sintesis en fase solida de péptidos (FMOC, por sus siglas en
inglés) ha permitido el desarrollo significativo de multiples productos comerciales y
farmacéuticos, los cuales han logrado entrar en estudios clinicos (Kistemaker et al.,
2018). Por ejemplo, las Cecropinas A y D producidas mediante dicho método han
mostrado una alta accidon antimicrobiana, especialmente en organismos Gram-

positivos y negativos (Muchintala et al., 2020; Zhang, Movahedi, et al., 2015).

La FMOC se basa en agregar a un soporte polimérico insoluble, conocido como resina,
una cadena peptidica naciente mediante una union covalente, el péptido anclado a la
resina se extiende mediante ciclos de adicion de aminoacidos, que son completadas
con la utilizacion de reactivos solubles en exceso, que posteriormente son eliminados
mediante una filtracién o lavado. Al finalizar el proceso de alargamiento, la cadena
peptidica es separada del soporte. Generalmente, la sintesis en fase solida se da en
direccion C — N y los péptidos son sintetizados como acidos C-terminales o0 aminas
(Zhou & Liang, 2021).

A pesar de la eficiencia y flexibilidad que presentan este método para la sintesis de
Cecropinas, no se realiza con frecuencia debido a las limitaciones que presenta. Por
ejemplo, las cadenas de secuencias >50 aminoacidos tienen un menor rendimiento y
pureza. Ademas, el costo de la sintesis obstaculiza su desarrollo a nivel industrial.
Razén por la cual se han buscado nuevos métodos que logren sintetizar péptidos. En
cierta medida, estos problemas se han evitado mediante la obtencion de PAMs en

sistemas heterdlogos (C. Liu et al., 2021).
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1.1.4.2. Obtencion de Cecropinas en sistemas heter6logos

1.1.4.2.1. Produccion en células vegetales

Las transformaciones genéticas realizadas en cultivos vegetales o cultivo de tejidos
han demostrado un alto grado de integracion y herencia de transgenes. En base a ello,
la utilizacion de células vegetales para la produccién de PAMs ha demostrado tener

ventajas econdmicas y seguras (Liu & Timko, 2022).

Estudios realizados en plantas de arroz, tabaco y tomate han mostrado una alta taza de
acumulacion del péptido antimicrobiano, sin representar un efecto nocivo para las
células huésped. Sin embargo, varias de estas plataformas de expresion presentan
desafios puesto que tienen un rendimiento relativamente bajo en comparacién con
otros sistemas de expresion y un elevado costo de purificacion (Hashemi et al., 2022;
Montesinos et al., 2016). Ademas, las regulaciones con respecto al uso de plantas
transgénicas utilizadas para la biologia molecular presentan limitaciones, ya que se
debe evaluar el riesgo que representan para la salud ambiental y humana (Clark &
Maselko, 2020).

1.1.4.2.2. Produccioén en bacterias

La sintesis de PAMs en bacterias representan un alto potencial como sistema de
expresion, pero existen diferentes puntos de vista. Por un lado, este método de
expresion tiene un bajo costo en comparacion de otros, debido a que no requiere de
procesos quimicos con elevado valor econdémico, y su produccién se puede dar en
periodos de tiempo cortos por la alta taza de replicacion que poseen las células
bacterianas. Ademas, estudios demuestran que esta técnica presenta un alto

rendimiento en la produccién de péptidos, lo cual es atractivo para las industrias.
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Por otra parte, a pesar de ser un atractivo sistema de expresion, una de las principales
limitaciones que presenta la expresion de PAMs en bacterias es la autodestruccion del
huésped por a la accion antimicrobiana del péptido, volviéndolo toxico para la bacteria.
Ademas, la expresion de genes extrafios en células bacterias, puede inducir la
formacion de moléculas peptidicas desnaturalizadas, que se encuentran empaquetadas
en forma de particulas insolubles, conocidas como cuerpos de inclusion (Rinas et al.,
2017). Estas moléculas carecen de actividad bioldgica, y para la recuperacion del
producto requiere de procedimientos elaborados de solubilizacion, repliegue y
purificacion, en donde el resultado es una recuperacion parcial del producto (Singhvi
et al., 2020). Una forma de evadir este problema es enmascarar la actividad del PAM

mediante su fusion a una proteina no tdxica para la bacteria.

1.1.4.2.3. Produccion en Escherichia coli

La alta capacidad de produccion y purificacion de péptidos a partir de diferentes cepas
de E. coli, lo ha convertido en un sistema 6ptimo para la obtencién de PAMs. Las
caracteristicas méas destacadas son: su alta tasa de crecimiento, métodos recombinantes
bien desarrollados para su manipulacién y abundante literatura disponible sobre su
morfologia y fisiologia genética, el bajo costo del medio de cultivo y requerimientos
que las células de E. coli, ademas del alto rendimiento de expresion (Cheng et al.,
2018).

1.1.4.2.4. Expresion del péptido como proteina de fusion

Para reducir la toxicidad de los péptidos en las bacterias se han establecido
construcciones para que las células sinteticen moléculas que pueden ser utilizadas
como etiquetas (tags), unidas a PAMs mediante enlaces peptidicos, conocidas como
proteinas de fusion. Estas construcciones permiten inhibir el potencial antimicrobiano
de los péptidos, evitando afectar la viabilidad de las células huésped durante la
produccién de PAMs (Wang et al., 2018).
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Actualmente, se han desarrollado multiples sistemas de etiquetas para la expresion de
Cecropinas. Entre las proteinas mas utilizadas se puede mencionar a la quitina, SUMO,
MBP, y unién a proteasas, las cuales mostraron un alto nivel de expresion y
purificacion de Cecropinas (Li et al., 2017; Park et al., 2021). Dentro de estos
sistemas ha emergido la expresion del péptido junto con una inteina, que presenta
varias ventajas, siendo la principal su capacidad de autoescision (Fang et al., 2020).

1.1.5. Inteina

La inteina es una proteina que pertenece a la clase endoproteasas. Tiene la capacidad
de empalmarse de manera espontanea con sus extremos N- y C- terminal flanqueantes,
para transformase en una proteina madura y poder escindirse de una secuencia,
mediante la escision de enlaces peptidicos especificos en un proceso conocido como
splicicing inteinico (Amaranto et al., 2021). Cuando contiene una cola de histidinas
en su extremo N-terminal, la inteina es utilizada principalmente como una etiqueta de
afinidad autoescindida, cuyo objetivo es recuperar la proteina sintetizada en bacterias

mediante un sistema de expresion recombinante.

En el afio 1988 se descubrié la primera secuencia de inteina en Saccharomyces
cerevisiae. Investigadores buscaban descifrar porque el gen de la ATPasa vacuolar de
este organismo era muy grande (Shih et al., 1988). Para ello, se realizaron estudios de
analisis de genes en donde se descubri6 la ausencia del gen VMAL en la ATPasa
madura, y se dedujo que una seccion interna de la proteina es eliminada mediante
empalme de proteinas. También se mostré que un solo gen puede codificar a dos
proteinas estables, la proteina huésped denominada exteina y la proteina intermedia a

la cual se la nombré como inteina (Wang et al., 2021).
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1.1.5.1. Mecanismo de accién de la inteina

La inteina generalmente se encuentra inhibida y su actividad proteolitica bloqueada,
hasta que se activan las condiciones de corte, cambiando la conformacion de la misma
y liberado su propiedad de escision. EI mecanismo de escision de la inteina Npu DnaE
se da en cuatro pasos, en donde se incluyen remplazos nucleotidicos. Primero, se da
un desplazamiento en el grupo acilo (N-S o N-O), donde el primer residuo de la inteina
(Cysl), ataca al grupo carbonilo y se forma un éster lineal (tioéster) (Figura 2A).
Después, el primer residuo de la C-exteina, que puede ser una cisteina, serina o
treonina, interaccionan con el grupo carbonilo provocando asi la escision en el extremo
N-terminal de la inteina y forma un compuesto ramificado (Figura 2B). En este punto
las exteinas ya se encuentra unidas, pero necesitan ser escindidas del extremo C-
terminal de la inteina. Para ello, se produce una transamidacion en el ultimo
amino&cido de la inteina (Asn) y se realiza una ciclacion de la asparagina (Figura 2C).
Finalmente, se da un desplazamiento de acilo X-N con las exteinas liberadas, lo cual
revierte el tioéster a un enlace peptidico y se forma el producto final (Figura 2D)
(Nanda et al., 2020).

L —— Q) lT Ii

Figura 2. Mecanismo de accion de la inteina Npu DnaE
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1.1.5.2. Aplicaciones de la inteina en biociencia

Las primeras aplicaciones de la inteina se centraron en etiquetas de afinidad
autoescindidas y el etiquetado de proteinas, en las cuales se utilizaron mutaciones para
alterar el empalme de los extremos N- y C- terminales. Por ejemplo, las mutaciones
para ocasionar la escision en el extremo C-terminal se dan en el primer residuo de la
inteina cisteina (Cys1), la cual generalmente es remplazada por una Alanina o Glicina,
para evitar que se dé el corte en el extremo N-terminal. Una mutacién realizada en el
ualtimo residuo del extremo N-terminal (Asn), provoca la escision en el extremo C-
terminal (Xia et al., 2020).

Una vez que se logra sintetizar la inteina junto a la proteina de interés, las cuales
forman una proteina de fusidn, se procede a utilizar métodos de purificacion, siendo el
mas utilizado la cromatografia. Una vez purificada la proteina de fusion, se induce a
la inteina para escindirse de la proteina de interés. La principal ventaja que presenta el
sistema de expresién y purificacion es su capacidad de autoescindirse al variar las
condiciones de temperatura, pH y concentracion de sales que se encuentra en la

solucion, facilitando la purificacion de la proteina diana (Pavankumar, 2018).
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1.2. Objetivos
1.2.1. Objetivo general

Obtener un péptido antimicrobiano mediante la expresion de una proteina de fusion
utilizando un inteina autoescindible mediante un sistema de expresion en Escherichia

coli.

1.2.2. Objetivos especificos
Disefar un péptido antimicrobiano mediante reconstruccion ancestral de secuencias.
Evaluar las condiciones de expresion del péptido antimicrobiano en Escherichia coli.

Purificar el péptido antimicrobiano mediante cromatografia liquida de proteinas.
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CAPITULO Il

2. METODOLOGIA

2.1. Materiales

El presente proyecto de investigacion se llevd a cabo empleando los equipos,
instrumentos e insumos de laboratorio, reactivos, y material de escritorio descritos en
las Tablas 1 a 5.

2.1.1. Equipos de laboratorio:

Tabla 1. Equipos de laboratorio.

Detalle Cantidad

[HEN

Agitador incubador orbital Shaker mini-Benchmarle
Autoclave Hirayma/HV-110
Balanza analitica Adventuner Pro/OHAUS
Cémara de electroforesis Biorad
Camara de flujo laminar Tipo | OptiMAIRR
Centrifuga Hettich
Congelador (-2°C)
Espectrofotémetro
Estufa ESCO/LFA-110-2
Incubadora ESCO/Isotherm
Nanodrop Thermo Scientific
Nevera (4°C)

Pipeta de 1-10 mL
Pipeta de 200-1000pL
Pipeta de 20-200 pL

I R N T e e = e T T = N S S S
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Pipeta de 2-20 pL 1
Plancha de agitacion IK.C-MAG HS7 1
Potenciometro Metler Toledo/SevenCompact 1
Sonicador Mrc/Sonic 1
Termobloque ThermoScientific 1
Ultracongelador (-80°C) 1
Vortex Labnet/Mixer/V X200 1
2.1.2. Instrumentos de laboratorio:
Tabla 2. Instrumentos de laboratorio.
Detalle Cantidad
Agitadores magnéticos 3
Asas de incubacion 3
Botellas de pata azul 4
Cajas Petri 10
Cubetas UV/Vis desechables 5
Gradillas para tubos de microcentrifuga 1
Gradillas para tubos Falcon 3
Mecheros 2
Pisetas 2
Puntas para micropipetas de 20,200 y 1000 pL 3 cajas
Puntas para pipetas de 10 mL 1 caja
Tubos Epperdorf de 1.5 mL 100
Tubos Falcon de 15mL 50
Tubos Falcon de 50 mL 50
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2.1.3. Reactivos de laboratorio:

Tabla 3. Reactivos de laboratorio.
Detalle Cantidad
Acrilamida 100 g
Agar - Agar 509
Agua destilada 1L
Alcohol al 70 — 96% 3L
Ampicilina 100 mg
Azul de coomassie 100 g
Buffer TRIS 20 100 mL
Cloruro de sodio 500 g
Extracto de levadura 500 g
Glicerol 100 mL
IPTG (isopropil-B-tiogalactopirandsido) 1lg
Marcador de proteina 1mL
SDS (Dodecilsulfato sodico) 25¢
Triptona 500¢

2.1.4. Insumos de laboratorio:

Tabla 4. Insumos de laboratorio.
Detalle Cantidad
Cinta adhesiva 1
Cinta de autoclave 1
Guastes de nitrilo 1 caja
Mascarillas 1 caja
Papel aluminio 2
Papel film 1
Papel filtro 1
Parafilm 1
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2.1.5. Materiales de escritorio:
Tabla 5. Material de escritorio.

Detalle Cantidad

Calculadora 1
Computadora
Cuaderno
Esferos
Lapices

Rotuladores

R N NN DN =

Tijera

2.2.Métodos
2.2.1. Reconstruccion ancestral del péptido

La reconstruccion ancestral del péptido antimicrobiano se realiz6 en 4 etapas:
Recopilacion de secuencias de Cecropinas de diferentes especies, alineamiento
multiple de secuencias, construccion de un arbol filogenético y reconstruccion

ancestral.

2.2.1.1. Recopilacion de secuencias

La recopilacién de secuencias de Cecropinas se llevo a cabo de forma similar a lo
realizado por Acosta y Garcia (2022). Primeramente, se partio de la secuencia de la
Aedesina, un péptido antimicrobiano producido por Aedes aegypti y cuya secuencia
es: “GGLKKLGKKLEGAGKRVFKASEKALPVVVGIKAIGK”. Esta secuencia fue
obtenida de la base de datos Protein Data Bank, con el codigo 2MMM (Godreuil et
al., 2014). Posteriormente, con esta secuencia de aminoacidos se analiz la base de
datos de UniProt (Universal Protein) mediante BLAST (Basic Local Aligmnet Aearch
Tool) con el objetivo de encontrar secuencias homologas mediante alineamiento. Se
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seleccionaron secuencias de Cecropinas con un porcentaje de identidad >50%. Las
Cecropinas se generan mediante modificacion post-traduccional de un péptido
inmaduro. Por ello, para identificar la secuencia madura para cada Cecropina se

empled la informacidn desplegada en la seccion PTM de Uniprot.

2.2.1.2.Alineamiento multiple de secuencias

Para el alineamiento multiple de secuencias, se utilizo la herramienta Clustal Omega
(Sievers & Higgins, 2018). En sintesis, se cargo las secuencias recopiladas en formato
fasta dentro del casillero en blanco que proporciona la herramienta. La configuracion
para el alineamiento se realiz6 empleando los valores establecidos por defecto. Una
vez finalizado el proceso, se descargd el archivo generado en formato fasta. Se
eliminaron los espacios generados en las secuencias durante el alineamiento junto con
los extremos, hasta conseguir que todas las secuencias tengan la misma longitud
(Bodén, 2020).

2.2.1.3. Construccion del arbol filogenético

Para la construccion del arbol filogenético se emple6 el programa MEGA X
(Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (Kumar et al., 2018). Para ello, se
cargaron al programa las secuencias previamente alineadas en formato fasta, y se
identific6 el modelo de andlisis para la construccion del arbol de maxima
verosimilitud. Una vez terminado el proceso, se descargé el arbol filogenético el

formato Newick.

2.2.1.4. Reconstruccién ancestral

La reconstruccion ancestral se realizo en la plataforma GRASP (Graphical
representation of ancestral sequence predictions), este programa ayudé a predecir el
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ancestro comun para las Cecropinas, mediante la determinacion de las mutaciones que

pudieron ocurrir en las secuencias lo largo de millones afios de evolucion.

Una vez obtenido el alineamiento en la Clustal Omega y el arbol filogenético en
MEGA X, se cargaron los archivos .fasta y .nwk, respectivamente en la plataforma
GRASP. Se seleccion6 el modelo evolutivo determinado mediante MEGA para la
construccion del arbol (LG), y se dio click en “perform reconstruction”.
Posteriormente, se desplegd una ventana con la reconstruccion ancestral, de donde se
descargaron los datos del arbol filogenético de los ancestros y sus respectivas
secuencias, entre las cuales se encontro la del ancestro comun NO, empleado en el
presente estudio (CRP_NO).

2.2.2. Construccion de plasmido
2.2.2.1. Optimizacion de codones

Para la expresion del péptido CRP_NO en E. coli fue necesario inferir el gen que
codifica para su secuencia de aminodacidos y realizar una optimizacion de codones.
Para ello se utilizaron los servicios web de la empresa IDT™ (Integrated DNA
Technologies). Finalmente, se descarg6 la secuencia de nucleétidos optimizada en
formato fasta.

2.2.2.2.Disefo de plasmido para la expresion del ancestro NO

Estudios han demostrados que los péptidos antimicrobianos son altamente tdxicos,
dificultando asi su expresion en sistemas de heter6logos como E. coli. Para resolver
esta problematica diversos estudios han propuesto varios métodos para la biosintesis

de PAMs recombinantes. Wu et al. (2022), han disefiado un sistema de autoescision
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mediado por inteina para proteger las células huésped del efecto toxico del PAM vy
facilitar purificacion mediante cromatografia de afinidad.

Por ello, en el presente estudio se siguié una metodologia similar, la cual incluye la
construccion de una proteina recombinante conformada por una cola de histidinas,
seguida de la inteina fusionada a la secuencia del ancestro NO. Esta construccion se
insertd entre los sitios de restriccion Nde | y BamH | del plasmido pET-11b. El
plasmido pET-11b tiene una resistencia a la ampicilina y un sistema de induccion de
expresion de la proteina recombinante controlada por el represor del operén lac. El
plasmido obtenido se denominé pET-11b-PAM.

La elaboracién del plasmido para la expresion del ancestro CRP_NO se realizo por la

empresa Gene Universal.

2.2.3. Expresion del péptido en Escherichia coli

2.2.3.1.Transformacién bacteriana

2.2.3.1.1. Trasformacion de células competentes de E. coli BL21 pG-Tf2

La transformacion del vector de expresion en E. coli BL21 pG-Tf2 se realiz6 mediante
choque térmico segln la metodologia descrita por Cohen et al., (1972). En resumen,
se tomo una alicuota 100 uL de un stock de células quimicamente competentes de E.
coli BL21 pG-Tf2 almacenadas a -80 °C y se las descongelé durante 30 minutos en un
bafio con hielo. A continuacion, se afiadié 100 ng de la construccion pET-11b-PAM y
se incubd durante 30 minutos en hielo. Después, se llevd a las células a un bafio
termostatico a 42 °C por 90 segundos para inducir el choque térmico y se las coloco
en hielo durante 2 minutos. Posteriormente, se afiadié 900 uL. de caldo LB (Tabla 6) y

se incubo a 37 °C durante 1 hora en agitacion constante (200 rpm). Finalmente, se
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inoculd 50 y 200 uL de este cultivo en agar LB suplementado con ampicilina (100
ug/mL) y se incubd toda la noche a 37 °C.

Tabla 6. Formulacion del medio de cultivo lisogenia, LB.
Cantidad
Reactivo
(g/L)
Extracto de levadura 5
Cloruro de sodio 10
Triptona 10
Agar 20

Fuente: (Agilent Technologies, 2015).

2.2.3.1.2. Ensayo de expresion del peptido antimicrobiano en E. coli BL21 pG-Tf2

El ensayo de expresion se realiz6 segun la metodologia propuesta por Fang et al.
(2019). Primero, se realizo un pre-cultivo, para lo cual se inocul6 una colonia de E.
coli BL21 pG-Tf2 transformada en 60 mL de medio LB suplementado con ampicilina
(100 pg/mL) y se incub6 a 37 °C durante toda la noche a una velocidad de agitacion
de 200 rpm. A continuacion, se tom6 5 mL del precultivo, se inocul6 en 45 mL de
medio LB suplementado con ampicilina (100 ug/mL) y se incubd a 37 °C hasta llegar
a una DOeoo de 0,6-0,8. Este procedimiento se realizd en 6 matraces. Para definir el
tiempo Optimo de expresion del péptido antimicrobiano, en 3 matraces se afadid
Isopropil-p-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG) a una concentracion de 0.4 mM. Los
matraces se incubaron durante 4, 8 y 24 horas, respectivamente. Similarmente, los 3
matraces restantes se incubaron en los mismos intervalos de tiempo, pero en ausencia
de IPTG. Finalmente se recolectaron las células mediante centrifugacion a 3910 rfc
por 20 minutos. La expresion de la proteina recombinante fue analizada mediante
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electroforesis en geles de acrilamida (SDS-PAGE) siguiendo la metodologia descrita
(Matsumoto et al., 2019).

2.2.3.1.3. Expresion del péptido antimicrobiano

La expresion del péptido antimicrobiano se realiz6 en base a las metodologias
anteriormente propuesta (Fang et al., 2019; Thomas et al., 2020). Inicialmente, se
tomo una colonia aislada de E. coli BL21 pG-Tf2 transformada, se inocul6 en 50 mL
de medio LB suplementado con ampicilina (100 pg/mL) y se incub6 a 37 °C durante
16 horas en agitacion constante (200 rpm). Después, se tomd todo el precultivo, se
inocul6 en 1 L de medio LB con ampicilina y se incub6 a 37 °C a una velocidad de
agitacion de 200 rpm hasta que se obtuvo una DOsoo de 1,3. Posteriormente, se afiadid
IPTG (0.4 mM), con la finalidad de inducir la expresion de la proteina recombinante,
y se incub6 4 h a temperatura ambiente. Las células fueron colectadas por
centrifugacion a 3910 rfc durante 20 minutos a 4°C. Finalmente, se almacenaron las

células a -20 °C.

2.2.3.2.Lisis celular

La lisis celular se realizd con base a lo descrito por Wu et al. (2022) con ciertas
modificaciones. Para ello, cada gramo de células se resuspendié en 6 mL de buffer de
lisis (Fosfato de sodio 20 mM, imidazol 40mM, NaCl 150 mM, PMSF 1 mM, Triton
X-100 0,5%, pH 8,5). Posteriormente, se realizaron 10 ciclos de 10 segundos de
sonicacion constante con pausas de 10 segundos. Finalmente, se centrifugd el extracto
celulara 21130 rfc por1 hya4 °C.
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2.2.4. Purificacion del péptido antimicrobiano
2.2.4.1.Purificacion de la proteina recombinante

La purificacion se dio mediante cromatografia de afinidad Ni-NTA (Park et al., 2021;
Ramos et al., 2021) empleando un sistema FPLC AKTA Start (Cytiva). Primero, se
lavo la columna con tampon de equilibrio (Fosfato de sodio 20 mM, Imidazol 40 mM,
NaCl 150 mM, pH 8,5). Este buffer también se utiliz6 para cargar la muestra y lavar
las proteinas de la columna. Posteriormente, se realizé la elucion del péptido con buffer
de elucién (Fosfato de sodio 20 mM, Imidazol 400 mM, NaCl 150 mM, pH 8,5). La
proteina se colect6 en fracciones de 1 mL. Las fracciones que contuvieron la proteina
de interés se cargaron a una columna PD-10 para eliminar las sales presentes. Para
ello, se equilibré la columna con tampon fosfato 20mM pH 7. Luego, se cargaron 2
mL de la proteina de fusion y se afiadié 0,5 mL del tampdn en base a lo descrito por el
fabricante (Cytiva, 2021). Finalmente se realizé la elucion de la muestra con el mismo
buffer. Las muestras fueron colectadas en alicuotas de 1mL, analizadas por nanodrop
y almacenadas a -80 °C. La pureza de la proteina de fusion fue analizada mediante
SDS-PAGE.

2.2.4.2.Ensayo de autoescision inducida por inteina

Para el ensayo de autoescision inducida por inteina se analizaron diferentes
condiciones de pH y temperatura. Se prepararon diferentes soluciones tampon fosfato
20 mM en un rango de pH 5-10, con intervalos de 1. Las muestras fueron sometidas a
25, 35y 45 °C, a los diferentes pH durante 72 h de acuerdo a lo descrito anteriormente
(Zhang et al., 2020). Los resultados de la autoescision fueron analizados mediante
SDS-PAGE.
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CAPITULO 11l

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Reconstruccion ancestral del péptido
3.1.1. Procesamiento de datos

A partir del BLAST realizado en UnirProt empleando la secuencia de amino&cidos de
la Aedesina, se obtuvieron 41 secuencias de Cecropinas que presentaron un porcentaje
de identidad de secuencia superior al 50%. En la figura 3 se puede observar el
alineamiento maltiple de las 41 secuencias de Cecropinas construido en Clustal Omega
luego de eliminar los espacios y aminoacidos no alineados en los extremos N-y C-
terminal. Esto permitié que todas las secuencias identificadas mediante BLAST
presenten la misma longitud. El alineamiento mdltiple de secuencias permitio
identificar 3 residuos altamente conservados en todas Cecropinas (Lys, Gly y Pro).
Ademas, se puede observar que las secuencias son ricas en residuos cargados
positivamente (Lys y Arg) y residuos hidrofébicos (Ala, Gly, Phe, Pro, Leu y Val). De
acuerdo a la literatura, estos aminoacidos son responsables del efecto antimicrobiano
de las Cecropinas. Segun Godreuil et al. (2014), la Lys forma una o hélice regular en
la parte N-terminal del péptido, aumentando su capacidad inhibitoria contra bacterias.
La secuencia de cada Cecropina esta estrechamente relacionada a su actividad
antimicrobiana. Por ejemplo, la Cecropina AD presenta un bajo nivel de actividad
antimicrobiana en comparacion a la Cecropina A (Chen et al., 2009; Zhang et al.,
2020).
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>A0AGES8P802 GLKKLKKLEGAGKRVFKASEKALPVVVGIKA 31

>AQ0AGE8P7Y8 GLKKLKKLEGVGKRVFKASEKALPVVTGYKA 31
>A0AGE8PTZ7 GLKKLKKLEGVGKRVFKASEKALPVITGYKA 31
>AQOAGE8PGI8 GLKKLKKLEGAGKRVFNAAEKALPVVAGAKA 31
>BOWWG8 GLKKFKKLEGVGKRVFKASEKALPVVTGFKA 31
>BOWWHO GLKKFKRLERVGKHVFEATAKALPVVAGINA 31
>BOWWGY PRWKLKKLEKVGKNVFKAAQKALPVVAGEFKA 31
>P82592 GLKKLKKLEGAGKRVFNAAEKALPVVAGAKA 31
>Q86PR6 GLKKFKKLEGVGKRVFKASEKALPVVTGFKA 31
>P82290 RLKKLKKIEGAGKRVFKAAEKALPVVAGVKA 31
>W5JK17 FLKKLKKIEGAGKRVENAAEKALPVAVGVKA 31
>AQAGPTFKX0 FWRKFKKLEKVGONVRKAAEKTLPIVQGYAG 31
>P81417 GLKKLKKLEGVGKRVFKASEKALPVAVGIKA 31
>Q963B0 GLKKFKKLEGVGKRVFKASEKALPVAVGIKA 31
>Q17NR4 PRWKFKKLEKVGKNVENAAKKALPVVAGYKA 31
>Q5TWES HLKKFKKLEKVGKNVFHAVEKVVPVLQGIQD 31
>A0A084VVD5 CFRKRRRLGRAGRRIAKAVQKVAPVVGAVRA 31
>B6DDX7 RFRKFKKVEGAGRRITNAAQKGLPVVAGVKG 31
>Q8MUF4 PRWKFKRLEKLGRNVFRAAKKALPVIAGYKA 31
>Q9Y0YO0 GLKKLKKLEGVGKRVFKASEKALPVLTGYKA 31
>Q86PR5 RLKKLKKIEKAGKRVFNAVQKGLPVAAGVQA 31
>AQ0A7F5RDD2 RWKGFKKIEKAGKRVFKAAEKGLPVVAGYAA 31
>AQAIWAXF49 KWKGWKKIEKGGKRIFKAAEKGLPVIAGYKG 31
>B6DE19 KWKGWKKIEKGGKRIFKAAEKGLPVIAGYKG 31
>AQOATF5RDE2 RWKGFKKIEKAGKRVFKAAEKGLPVAAQAVA 31
>Q86PR4 RSKKLKKIEKAGKRVFNAAQKGLPVAAGVQA 31
>Q963A9 GLKKLKKLEGVGKRVFKASEKALPVLTGYKA 31
>Q8MUF3 RFKKFKKVEGAGRRVANAAQKGLPLAAGVKG 31
>Q9Y0X9 GLKKLKKLEGAGKRVFNAAEKALPVVAGAKA 31
>Q963A8 GLKKLKKLEGAGKRVFNAAEKALPVVAGAKA 31
>BOWDY4 RLKKLKKIEKAGKRVFNAVQKGLPVAAGVQA 31
>AQ0A27Z6YGVE GLKKFKKLEGVGKRVFKASEKALPVAVGIKA 31
>A0A084VNU3 RLKKLKKIEGVGKRVFKAAEKALPVVAGVKA 31
>A0ATJ6YWZ6 KWRGWKKIEKVGKKAFEEAEKALPVVQAYAG 31
>A0A7J6ZHD9 KWKGWKKLEKAGKRVFNAAEKALPVVQGYAG 31
>A0A182XY86 PRWKFKRLEKLGRNVFRAAKKALPVVAGYKA 31
>AQ0AQ084VVE2 RRWRLKRLERLGONLFRAAQKALPVIAGYKA 31
>A0A182YNK7 HLKKFKKLEKIGKNVFHAVEKVVPVLAGVQD 31
>A0A182GLT4 KLKKLKKIEKVGKNVAHAVDKVIPTVLGLQQ 31
>A0A182H9J7 KLKKLKKIEKVGKNVAHTVDKVIPTVLGLQK 31
>AQ0AON1IQG2 PKWKIKKIEKVGRNVRDGIIKAGPAVAVVGQ 31
Figura 3. Alineamiento mdltiple de secuencias de diferentes Cecropinas

* = residuos totalmente conservados; : = altamente conservados; . = residuos conservados.

El extremo N-terminal de las Cecropinas (Figura 3) presenta una fuerte carga
catidnica, debido al alto porcentaje de residuos de Lys, lo cual ha demostrado que
favorece a la actividad antimicrobiana de las Cecropinas A, By B2 (Fang et al., 2019;
Park et al., 2021; Wang et al., 2018).

La mayoria de Cecropinas maduras tienen un residuo triptéfano entre sus primeras
posiciones, considerado importante ya que influye en la actividad antimicrobiana del
péptido. Segun Choi et al. (2021), dado que las Cecropinas no tienen receptores

especificos, la presencia de triptofano y fenilalanina en la region N-terminal son
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importantes para que el péptido completo interactte con los lipopolisacaridos cargados
negativamente en la membrana externa y forme poros en la membrana interna de las

bacterias Gram-negativas.

3.1.2. Arbol filogenético

En la figura 4, se puede observar el arbol filogenético obtenido a partir de las 41
secuencias seleccionadas mediante el programa MEGA X empleando el modelo
LG+G, con una distribucién Gamma = 3. De manera general, se pudo observar que las
secuencias estan distribuidas en 34 clados. La primera division esta conformada por
dos clados, en donde se observa que la mayoria de las secuencias forman parte del
clado 1, en esta se encuentra el péptido con el cual parti6 la basqueda de secuencias.
Los valores de soporte de la mayoria de clados son bajos, lo cual sugiere que los
péptidos pueden tener diferencias estructurales entre si, debido a que la mayoria de
ellos son aislados a partir de diferentes organismos.

Ademas, se puede evidenciar que la mayoria de clados tienen un ramal con una
longitud corta, en comparacion con las de los taxones AOA084VVD5 y AOAON1IQG2
perteneciente al clado 1y 2, respectivamente. En base a lo descrito por Kapli et al.
(2021), los ramales mas largos, sefialan que las secuencias correspondientes tienen una

relacién evolutiva mas lejana que el resto de las secuencias.
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3.1.3. Reconstrucciéon ancestral

La reconstruccion ancestral dio como resultado 38 nodos que parten del ancestro
comun NO, al cual se lo denomind CRP_NO. Esta técnica permitio conocer la secuencia
de la cual tedricamente evolucionaron la variedad de Cecropinas que se conocen hasta
la actualidad, gracias a una extrapolacion en el tiempo de las caracteristicas de las
secuencias (Arenas, 2022). Mediante dicha técnica se pretendid recuperar las
caracteristicas ancestrales de la molécula que existio hace millones de afios. Las
reconstrucciones ancestrales han ayudado probar hipétesis sobre la evolucion de la
funcion molecular de diferentes proteinas, identificando ancestros con mayores
actividades moleculares que sus descendientes (Aadland et al., 2019; Bailleul et al.,
2021).

3.2. Construccion del plasmido
3.2.1. Construccion His_tag_intein_NO

Para la construccion de la proteina de fusion His_tag_inteina NO primero se
selecciond la inteina Npu DnaE, a la cual se le realizé una mutacién al inicio de la
secuencia (Cysl — Ala) con la finalidad de impedir la escision de la cola de histidinas
en el extremo N-terminal. La autoescision de la inteina, se da de acuerdo a las
condiciones de variacion de temperatura, pH y concentracién de sales en la solucién,
y la eficiencia del corte depende de los mismo, ayudando a controlar su proceso de

autoescision durante el presente estudio (Lee, 2022).

En la figura 5 se puede observar la construccion His_tag_intein_NO, realizada con la
finalidad de purificar el péptido antimicrobiano mediante cromatografia liquida de
afinidad con la adiccion de la cola de histidinas en el extremo N-terminal de la inteina.
Esta adicion permite que dicha cola adhiera al niquel presente en la columna de
afinidad, permitiendo que la muestra se separe de los compuestos que no interaccionan

con el niquel. Posteriormente, se afiadio el péptido CRP_NO al extremo C-terminal de
33



la inteina, para lo cual se tuvieron en cuenta los pardmetros recomendados por Lee &
Sue, (2019), donde se recomienda que el primer residuo de la proteina diana no debe
ser una Cys, Ser o Thr, puesto que puede desfavorecer al punto de corte C-terminal de

la inteina.

. -[ Hise tag 1 Inteina 1 CRP NO ]—

T
N-terminal C-terminal

Cys -> Ala

Mutacion para
eliminar el corte en N

Figura 5. Construccion His_tag_intein_NO

3.2.2. Construccién del plasmido pET-11b_ His_tag_intein_NO

La figura 6 muestra la construccion del plasmido pET-11b_ His_tag_intein_NO.
Durante la construccién del plasmido se afiadié un condén de paro en el extremo C-
terminal del ancestro NO, debido a que el sitio de corte necesario para que actie BamH
I no coincidia con la secuencia de nucleétidos de CRP_NO. Dicho codon tiene como
fin evitar que se afiadan aminoacidos en la cadena peptidica que no pertenecen a
secuencia original del PAM NO (Bautista et al., 2021).
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Figura 6. Construccion del plasmido pET-11_ His_tag_intein_NO

La construccion His_tag_intein_NO se encuentra marcada en verde.

3.3. Expresion del péptido en Escherichia coli
3.3.1. Ensayo de expresion del péptido antimicrobiano

Para determinar las condiciones Optimas de expresion de la proteina de fusion, se
realizé un ensayo de expresion en E. coli BL21 pG-Tf2. La expresion se realizo6 con la
adicion de IPTG en una concentracion de 0.4 mM, con periodos de incubacion entre
4, 8 y 24 horas a temperatura ambiente (~22 °C). Pasado este periodo, se analizaron
los resultados mediante SDS-PAGE (Figura 7), con el objetivo de determinar cual es
tiempo de incubacion idoneo para la expresion del péptido mediante la comparacion
de la intensidad de las bandas ubicadas alrededor de los 20 kDa y que corresponden a

la construccién His_tag_intein_NO.
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Figura 7. Ensayo de expresion de la construccién His_tag_intein_NO

MW) marcador de peso molecular; 1) Induccién 4 h con IPTG; 2) Induccion 8 h con IPTG; 3)
Induccién 24 h con IPTG; 4) Induccién 4 h sin IPTG; 5) Induccion 8 h sin IPTG; 6) Induccién 24 h
sin IPTG. (*) Construccion His_tag_intein_NO, PM = 20,26 kDa.

En la figura 7 se puede observar que la cantidad de proteina recombinante obtenida es
inversamente proporcional al tiempo de incubacion. Esto se puede deber a que
probablemente la inteina se autoescinde dentro de la célula, provocando una muerte
celular por la posible actividad antimicrobiana de CRP_NO. Por tal motivo, se dedujo
que el mejor tiempo de incubacion para la expresion de la proteina recombinante es de
4 horas con IPTG, ya que se puede apreciar una banda con mayor intensidad en dicho

periodo de tiempo.

Estos datos coinciden con resultados obtenidos por otros investigares con respecto al

tiempo de expresion de péptidos antimicrobianos. Segin Zhang et al. (2020), el

tiempo éptimo de induccion de la expresion del péptido fue de 4 h. Azari et al., (2020),

indican que las células fueron incubadas 5 horas después de la induccién con IPTG.

Otros estudios también sefialan que a periodos de tiempo menores a 6 h se muestra un

alto nivel de produccién de péptidos antimicrobianos (Sima et al., 2020). Por ello, el
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tiempo en el cual se establecid la expresion del péptido concuerda con la literatura

mencionada anteriormente.

Por otra parte, se puede observar que existe un significativo nivel de expresion de la
construccion His_tag_intein_NO en ausencia de IPTG (Figura 7, carriles 4, 5y 6). En
estudios previos también se observé la produccién de la proteina sin adicién de IPTG
y empleando el plasmido pET-11b como vector de expresion. Dicho plasmido cuenta
con una fuga en la expresion de la proteina de interés. Esto sefiala que la region del
promotor no se encuentra blogueada correctamente, provocando una fuga en la
expresion de la proteina de fusion (Abdallah et al., 2000; Wu et al., 2022). Este
problema se puede solucionar adicionando glucosa (1%) al medio de cultivo (Suzuki
et al., 2014).

3.4. Expresion y purificacion del péptido antimicrobiano
3.4.1. Expresiony purificacion de la construccion His_tag_intein_NO

La expresion de la proteina se realizdé de acuerdo a lo establecido en el ensayo de
expresion, en donde se obtuvo 6.34 g de células a partir de 2 litros de cultivo. Después,
las células fueron lisadas por sonicacion, para lo cual se afiadié 6 mL/g de buffer de
lisis. Posteriormente, se purifico la muestra con el equipo FPLC AKTA Start. Los

resultados de la purificacion fueron analizados mediante SDS-PAGE.

En la figura 8 se puede evidenciar que la proteina recombinante se encuentra presente
en todas las fracciones analizadas. Ademas, se puede identificar que un porcentaje de
la misma se precipitd junto con el pellet, esto se pudo deber a que se formaron cuerpos

de inclusion, los cuales precipitaron durante la centrifugacion.
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Figura 8. Purificacion de la proteina recombinante His_tag_intein_NO por cromatografia de

afinidad Ni-NTA

A) Cromatograma obtenido de la purificacion de la construccién His_tag_intein_NO. La proteina de
interés eluyd en un solo pico comprendido entre las fracciones 5 a 7 que se encuentra sefialadas en
rojo. B) Analisis SDS-PAGE (gel al 12%) de la construccién His_tag_intein_NO. 1) Pellet; 2)
Sobrenadante; 3) Fraccion 5; 4) Fraccion 6; 5) Fraccion 7. (*) Construccion His_tag_intein_NO, peso
de 20,26 kDa, (+) His_tag_Inteina, peso de 16,87 kDa.

En la figura 8A se observa que existe un pico que supera la capacidad de medicion del
equipo (max. 2000 mAU), indicando que existe una alta concentracion de proteina
purificada en la fraccion 5, lo cual es corroborado en el anélisis SDS-PAGE (Figura
8B). Ademas, se puede observar que debajo de la banda de la construccién
His_tag_intein_NO se encuentra una banda con un peso molecular de
aproximadamente 17 kDa. Aparentemente, esta banda pertenece a la inteina unida a la
cola de histidinas, pero sin el péptido antimicrobiano, la cual tiene un peso de 16,87
kDa. Este resultado es un posible indicador de que la autoescision de la inteina se di6
al interior de la célula huésped, lo cual brinda mayor soporte a la hipétesis planteada
anteriormente, donde un prolongado tiempo de induccion da lugar a una menor
cantidad de la proteina recombinante por muerte celular (Figura 7). Alternativamente,
esta banda pudo originarse debido a la auto-digestion mediada por la inteina en la
columna cromatografica. Sin embargo, este evento es menos probable debido a que las
soluciones tampén empleadas durante la purificacion contienen una elevada
concentracion de NaCl con el fin de inhibir la autoescision.
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3.4.2. Desalting

Para preparar la proteina de fusion para la autoescision mediada por la inteina, primero
se realizé un desalado (desalting) por filtracion en gel empleando una columna PD-10.
Para ello se empled las fracciones 5y 6 obtenidas durante la cromatografia de afinidad.
La mezcla de ambas fracciones dio como resultado una solucion con una concentracion
de 13,624 mg/mL. Como se mencioné anteriormente, la inteina Npu DnaE tiene una
condicion de prohibicion e induccion dependiente de la concentracion de sales (Lee &
Sue, 2019). Al encontrarse en una solucién con una concentracion alta de sal (150 mM)
se mantiene la condicion de prohibicion y no se realiza la escision de la misma. Por
ello, el buffer de elucion contiene una alta concentracion de sales. Estas condiciones
permiten que la inteina no se autoescinda durante el proceso de purificacién de la

proteina recombinante.

Desalting
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Figura 9. Cromatograma del desalado del péptido His_tag_Intein_NO por filtracion en gel
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Al disminuir las concentraciones de sal (<150 mM), se activa la condicion de
induccion de la inteina, permitiendo que se realice el corte en el extremo C-terminal y
la liberacion del péptido CRP_NO. Para ello, pasaron 2 mL de muestra + 0,5 mL del
buffer a través de la columna segun sefiala el protocolo. En la figura 9 se puede
identificar que la proteina presenta una mayor concentracion en las fraccciones 4,5y
6, lo cual indica que la muestra se diluy6 1.2 veces, de acuerdo con las indicaciones
del fabricante el factor de dilucion al utilizar la columna PD-10 es de 1.4, la variacion
se pudo dar por la imprecision en la toma de fracciones, puesto que se realizé de
manera manual. El cromatograma producto del desalado concuerdan con los sugeridos
por el fabricante, en donde se observa que la muestra debe eluir entre las fracciones 3
y 6 (Cytiva, 2021).

3.4.3. Ensayos de autoescision mediada por una inteina

En la figura 10 se puede identificar el ensayo de autoescision de la inteina realizado a
diferentes pH (5 a 10, con intervalos de 1) y diferente temperatura (25, 35 y 45 °C).
Segun Cooper et al. (2018), la escision de la inteina es dependiente de la temperatura
y el pH. Por ello, el objetivo del ensayo fue ajustar las condiciones de corte de la inteina
para maximizar la eficiencia de la purificacion, permitiendo asi la liberacion de péptido
CRP_NO.

Durante la optimizacién de la autoescision, se determind que, a pH basico, entre 9 y
10 (Figura 10B y 10A, respectivamente), existe un mayor porcentaje de corte de la
inteina. La mejor condicion de autoescision se observé a pH = 10, punto en el cual se
obtiene una escision completa de la muestra. Este resultado concuerda con lo reportado
previamente en la literatura (Wu et al., 2022). Es importante considerar que el punto
isoeléctrico de la construccion His_tag_intein_NO ocurre a pH = 10.5, lo cual puede
afectar la estabilidad y solubilidad de la proteina recombinante. Por tal motivo, se

determind que los ensayos no deben exceder valores de pH superiores a 10.
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Figura 10. Ensayo de autoescision mediado por inteina a diferente pH y temperatura.

A) Ensayo de autoescision a 25 °C; B) Ensayo de autoescisién a 35 °C; C) Ensayo de autoescision a
45 °C. Cada carril corresponde a la muestra sometida a diferentes pH y se carg6 de la siguiente
manera: 1) pH 5; 2) pH 6; 3) pH 7; 4) pH 8; 5) pH 9; 6) pH 10. La flecha negra sefiala a la
construccién His_tag_intein_NO con un peso de 20,26 kDa, la flecha azul sefiala una proteina con un
peso aproximado de 19 kDa, la flecha morada sefiala una proteina de aproximadamente 18kDa, la

flecha verde sefiala la inteina autoescindida con un peso de 16.87 kDa,

Por otra parte, también se pudo identificar que a pH &cido existe un porcentaje bajo de
autoescision de la inteina. Esto se puede deber a que el corte puede ser catalizado por
el hidronio presente en la solucién mediante la protonacion de la amida que se
encuentra en el enlace peptidico, debilitando el enlace y dando asi el primer paso para
la escision del extremo C-terminas de la inteina en entornos acidos (Shemella et al.,
2007). En otros estudios, a pH acido (< 6) la inteina puede aumentar su velocidad de
ruptura en el extremo C-terminal de acuerdo al pKa del residuo que se encuentre en el
punto de corte (Zhang et al., 2020). Sin embargo, el rendimiento del corte a pH acido

no es favorable para la construccion realizada en este estudio.
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En cuanto a la temperatura, se puede identificar que el aumento de la misma provoca
cortes inespecificos en la proteina recombinante. Esto se concluyé al observar la
presencia de multiples bandas de diferentes pesos moleculares por debajo del peso
molecular de la construccion His_tag_intein_NO (20,26 kDa). Se identificd que la
proporcion de proteina de fusion aumenta conforme sube la temperatura del ensayo.
Segun reportan varios autores, la temperatura de escision en el extremo C-terminal de
la inteina Npu DnaE se ubica entre los 22 a 30 °C. (Ramirez et al. (2013) se demostrd
que se recupera un 80% de la proteina de interés cuando la escision se da a temperatura
ambiente. Esto contrasta con lo descrito por Cooper et al. (2018), quien afirma que el

incremento de temperatura aumenta la eficiencia de escision de la inteina.

En este estudio, aparentemente el punto de corte se vuelve menos especifico conforme
se aumenta la temperatura, ocasionando que se dé una digestién parcial y se formen
proteinas de diferentes pesos moleculares que varian entre los 18 y 19 kDa,
aproximadamente. Los cortes inespecificos se pueden deber a que la inteina reconoce
otro punto escision en la secuencia de aminoacidos del péptido CRP_NO, formando
fragmentos de diferente peso molecular. En anteriores estudios también se puede
observar la presencia de bandas no identificadas que podrian ser el resultado de cortes
inespecificos. Sin embargo, los autores de dichos estudios no explican la razén de la

presencia de las mismas (lwai et al., 2006; Ramirez et al., 2013; Zettler et al., 2009).

En el caso de la banda con un peso aproximado de 19 kDa, se planted que su origen se
pudo deber a la posibilidad de un corte en el extremo N-terminal de la inteina. Estudios
en los cuales se evalud la eficiencia de corte de los extrenos N y C-terminales por
separado demostraron que a pesar de mutar el primer residuo de la inteina (Cys), se
produce un corte en el extremo N-terminal de una pequefia porcion de la muestra (Iwai
et al., 2006; Wu et al., 1998). Por lo tanto, al aumentar la temperatura de incubacién
aparentemente se promueve esta reaccion. Con base a todos los analisis realizados con

respecto a la temperatura y pH del ensayo, se determind que las condicione apropiadas
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para que se de la autoescision de la inteina en el extremo C-terminal son a 25 °C con
un pH = 10.

3.4.4. Purificacion del peptido CRP_NO

La purificacion del péptido CRP_NO se realizé en base a las condiciones determinadas
en el ensayo de escision. La autoescision de la inteina se realizé en una columna Ni-
NTA previamente equilibrada con tampdn fosfato 20 mM (pH = 10). Una vez cargada
la proteina de fusion, se incubd la columna a 25 °C por 72 horas. El péptido CRP_NO
se obtuvo lavando la columna con 5 mL de tampén fosfato 20 mM (pH = 10) (Figura
11A). La inteina se eluy6 con buffer de elucién (pH 8,5) y se colectaron 9 mL (Figura
11B). Las muestras fueron analizadas por SDS-PAGE.

Figura 11.  Purificacion de CRP_NO mediante una columna de afinidad

Anadlisis SDS-PAGE (gel al 15%) de las fracciones obtenidas en la purificacion de CRP_NO. A) Se
tomaron muestras del lavado de la columna, donde las muestras fueron cargadas en el siguiente orden:
1) Fraccion 1; 2) Fraccion 2; 3) Fraccion 3; 4) Fraccion 4; 5) Fraccion 5. B) Muestras tomadas en la

elucion de la proteina, donde se cargaron las muestras de la siguiente manera: 6) Fraccion 6; 7)
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Fraccion 7; 8) Fraccién 8; 9) Fraccion 9; 10) Fraccion 10; 11) Fraccién 11; 12) Fraccion 12; 13)
Fraccién 13; 14) Fraccion 14. (*) Construccion His_tag_intein_NO, peso de 20,26 kDa, (-) proteina de
aproximadamente 19 kDa, (+) Inteina, peso de 16,87 kDa, (X) péptido CRP_NO.

Como se observa en la figura 11 correspondiente a la purificacion del péptido
CRP_NO, eluyeron proteinas de elevado peso molecular conjuntamente con el péptido
de interés (Figura 11A). Estas proteinas estan presentes en todas las fracciones y
eluyeron en ausencia de imidazol, lo cual sugiere que no contienen una cola de

histidinas y que no corresponden a la proteina de interés.

En la figura 11B se puede identificar que existe un gran porcentaje de proteina sin
autoescindirse, lo cual supone un problema para la purificacion, puesto que el
rendimiento del corte es bajo. Probablemente, el corte no se da de manera adecuada
debido a que la inteina tiene varios residuos de cisteina desapareados, lo cuales tiene
una alta probabilidad de formar enlaces disulfuro intermoleculares, evitando que se dé
el corte en el extremo C-terminal de la proteina (Zong et al., 2022). También se puede
identificar la presencia de una proteina con un peso aproximado de 19 kDa, esto
ratificaria la hipotesis de que la inteina reconoce otro punto de corte dentro de la
secuencia del péptido CRP_NO y no se da un corte en el extremo N-terminal, debido a
que esta proteina contiene aln una cola de histidinas que se desprende de la columna

durante la elucién en presencia de imidazol.
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CAPITULO IV

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

Se disefid un péptido antimicrobiano mediante reconstruccién ancestral
empleando secuencias de diferentes Cecropinas, al cual se lo denominé
CRP_NO.

Las condiciones Optimas para la expresibn de la construccion
His_tag_Intein_NO son 4h de incubacién en presencia de 0,4 mM de IPTG a

temperatura ambiente.

La purificacién del péptido se realizé en tres etapas. Primero se purifico la
construccién His_tag_Intein_NO mediante cromatografia de afinidad.
Después, se realizd un intercambio de buffer con el fin de eliminar las altas
concentraciones de sales mediante cromatografia de filtracion en gel.
Finalmente, se incub6 la muestra en una columna Ni-NTA con tamp6n fosfato
20 mM, pH = 10, a 25 °C durante 72 h. Este protocolo permitié obtener el

péptido CRP_NO con un elevado porcentaje de pureza.

4.2. Recomendaciones

Se recomienda evaluar otras condiciones para mejorar el rendimiento de

autoescision de la inteina

Se recomienda ensayar la actividad antimicrobiana del péptido CRP_NO

purificado.
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