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RESUMEN

Titulo: Andlisis del efecto del aceite esencial de Lippia origanoides sobre el proteoma de
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853"

Autor: Maria Paula Turizo Vargas™

Palabras Clave: Bacterias multirresistentes, Pseudomonas aeruginosa, aceites esenciales, Lippia
origanoides, perfil de proteinas, espectrometria de masas.

La resistencia antimicrobiana se ha convertido en una amenaza global para la salud publica
y el desarrollo economico, evidenciando la necesidad de impulsar nuevas estrategias
programaticas para abordar este desafio. Diversos estudios han evidenciado que los aceites
esenciales (AE) sirven como alternativas terapéuticas para el control de bacterias multirresistentes.
En particular, se ha demostrado que la especie vegetal Lippia origanoides posee efectos
antimicrobianos debido a su composicion quimica.

El propdsito principal de esta investigacion fue analizar el perfil proteico de P. aeruginosa
tratado con el AE de Lippia origanoides. Para ello, se llevo a cabo la extraccion de proteinas de
P. aeruginosa en su estado plancténico, tanto del grupo de control como de tratamiento. Después,
se llevo a cabo un analisis mediante electroforesis bidimensional 2D-SDSPAGE para separar y
visualizar las proteinas. Con el objetivo de identificar las proteinas que mostraron una expresion
diferencial entre los dos grupos, se realizaron andlisis detallados utilizando el software PDQUEST.
Los spots que mostraron cambios significativos en su expresion se seleccionaron para analisis por
MALDI-TOF MS. Con la ayuda de la herramienta MASCOT, se logré identificar las proteinas.
Finalmente, para entender mejor el impacto de estos cambios en la expresion proteica, se construyo
una red de interacciones predictivas asociadas con las proteinas diferenciales. Este analisis se
realizd utilizando el software STRING, permitiendo asi visualizar las posibles interacciones y
procesos bioldgicos afectados por la exposicion al AE de L. origanoides.

Se lograron identificar 15 proteinas expresadas diferencialmente, cinco de ellas
sobreexpresadas, y otras diez inhibidas. La construccion del interactoma evidencié que las
proteinas inhibidas son fundamentales en los procesos de traduccion y produccion de energia en
la célula; mientras que las proteinas sobreexpresadas son una respuesta a los estimulos y dafios
causados por el estrés oxidativo. Este trabajo permitié evidenciar que el AE de L. origanoides
genera una alteracion en P. aeruginosa, afectando su metabolismo energético y capacidad de
supervivencia.

*“ Trabajo de Grado para optar por el titulo de Quimica.

“ Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica.

Director: William Fernando Hidalgo Bucheli. Doctor en Quimica.
Codirectora: Jennifer Andrea Ruiz Duran. Microbiologa y Bioanalista.
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ABSTRACT

Title: Analysis of the effect of the essential oil of Lippia origanoides on the proteome of
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853"

Author(s): Maria Paula Turizo Vargas™

Key Words: Multidrug-resistant bacteria, Pseudomonas aeruginosa, essential oils, Lippia
origanoides, protein profiling, mass spectrometry.

Antimicrobial resistance has become a global threat to public health and economic
development, highlighting the need to promote new programmatic strategies to address this
challenge. Several studies have shown that essential oils (EOs) serve as therapeutic alternatives
for the control of multidrug-resistant bacteria. In particular, the plant species Lippia origanoides
has been shown to possess antimicrobial effects due to its chemical composition.

The main purpose of this research was to analyze the protein profile of P. aeruginosa
treated with Lippia origanoides EO. For this purpose, the extraction of proteins from P. aeruginosa
in its chemical composition was carried out. P. aeruginosa in its planktonic state, both from the
control and treatment groups. Then, a 2D-SDSPAGE two-dimensional electrophoresis analysis
was carried out to separate and visualize the proteins. To identify proteins that showed differential
expression between the two groups, detailed analyses were performed using PDQUEST software.
Spots that showed significant changes in expression were selected for analysis by MALDI-TOF
MS. With the help of the MASCOT tool, protein identification was achieved. Finally, to better
understand the impact of these changes on protein expression, a predictive interaction network
associated with the differential proteins was constructed. This analysis was performed using
STRING software, allowing us to visualize the possible interactions and biological processes
affected by exposure to L. origanoides EO.

Fifteen differentially expressed proteins were identified, five of which were overexpressed,
and another ten were inhibited. The construction of the interactome showed that the inhibited
proteins are fundamental in the processes of translation and energy production in the cell; while
the overexpressed proteins are a response to the stimuli and damage caused by oxidative stress.
This work allowed us to demonstrate that the essential oil (EO) of L. origanoides causes an
alteration in P. aeruginosa, affecting its energy metabolism and survival capacity.

“ Bachelor Thesis to qualify for the degree of Chemist.

“Faculty of Science. School of Chemistry.

Director: William Fernando Hidalgo Bucheli. Ph.D. in Chemistry.
Co-Director: Jennifer Andrea Ruiz Duran. Microbiologist and Bioanalyst.
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INTRODUCCION

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria Gram-negativa, movil y aerdbica perteneciente a
Gammaproteobacteria. Este microorganismo es ubicuo a ambientes humedos, como aquellos
asociados al suelo y a fuentes hidricas; sin embargo, también puede encontrarse en la comunidad,
especialmente en ambientes clinicos, ya que posee la capacidad de sobrevivir en condiciones
adversas como la superficie de objetos metalicos y plasticos, e incluso en sustancias como el jabén
(Moradali et al., 2017). Esta especie es considerada de gran importancia por su impacto en la salud
debido a su caracter oportunista, capaz de causar enfermedades tanto en plantas como en animales,
incluidos los seres humanos (Diggle & Whiteley, 2020). A nivel mundial ha sido clasificado por
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como un patégeno critico para la investigacion y el
desarrollo, pues se caracteriza por su caracter multirresistente a los farmacos, que ha conllevado a
tratamientos fallidos, causando una mayor morbilidad y mortalidad, especialmente en los pacientes
comprometidos inmunologicamente (Adenipekun et al., 2023; Centers for Disease Control and
Prevention, 2019; World Health Organization, 2017). De acuerdo con los Centros para el Control
y Prevencion de Enfermedades (CDC), en 2017, P. aeruginosa causd un estimado de 32600
infecciones entre pacientes hospitalizados y 2700 muertes estimadas en los Estados Unidos
(Centers for Disease Control and Prevention, 2019). Este microorganismo es particularmente
peligroso para las personas con sistemas inmunoldgicos debilitados, especificamente para los
pacientes con fibrosis quistica, quemaduras graves, o aquellos que se encuentran en unidades de

cuidados intensivos.
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Una de las alternativas terapéuticas que se ha propuesto para erradicar el problema de
resistencia bacteriana y para el control de microorganismos de interés clinico como P. aeruginosa
se basa en la aplicacion de aceites esenciales (AE) (Razdan et al., 2022). La actividad de los AEs
se asocia a la capacidad de modificar la integridad de la membrana bacteriana, provocando la
filtracion del contenido celular, lo cual ocasiona una inmediata muerte celular (Oz et al., 2021).
Sin embargo, este efecto no es generalizado y puede variar dependiendo de la composicion y origen
del AE, como del microorganismo objetivo. Los compuestos aromaticos que constituyen los AE
presentan actividad antioxidante y antimicrobiana y un amplio espectro de accion (Paz-Zarza et al.,
2019). Es importante destacar que la eficiencia de los AEs depende directamente de multiples
factores como su composicion quimica, la concentracion empleada, y el microorganismo blanco
tratado (Blanco Hernandez et al., 2019).

Unos de los aceites esenciales que han sido ampliamente estudiados son los destilados del
género de Lippia, debido a sus propiedades, tales como actividad analgésica, antiinflamatoria,
antipirética, sedante, antifingica, antihipertensivas, larvicidas, repelentes y antimicrobianas
(Ribeiro etal., 2021). Las plantas medicinales y aromaticas poseen una abundancia de aceites
esenciales y han sido utilizadas tradicionalmente en el tratamiento de enfermedades cutéaneas,
gastrointestinales y hepaticas (Oliveira etal., 2007). Investigaciones recientes sobre sus
propiedades bioldgicas y quimicas han permitido demostrar cientificamente su potencial bioactivo
y medicinal (Quiguanads-Guarin etal., 2021; Ribeiro et al., 2021). A pesar de que multiples
investigadores han demostrado el potencial bioldgico de los AE, aun faltan estudios para elucidar

el posible mecanismo de accion de estos sobre P. aeruginosa y otros microorganismos de estudio.
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Pocos estudios se han centrado en el estudio de los efectos y mecanismos moleculares del
AE de L. origanoides sobre P. aeruginosa. Por lo tanto, a través de un analisis protedmico, en la
presente investigacion se estudio el efecto que tiene el AE de L. origanoides sobre la expresion de

proteinas en P. aeruginosa durante su crecimiento.

Para ello, se hizo uso de dos de las principales técnicas utilizadas para la identificacion de
proteinas, Electroforesis Bidimensional 2D-PAGE y la Espectrometria de Masas de tiempo de
vuelo con desorcion/ionizaciéon laser asistida por matriz MALDI-TOF MS. La union de estas dos
técnicas se convierte en una herramienta poderosa para las investigaciones en ciencias biomédicas,
donde la identificacién y cuantificacion de proteinas puede proporcionar informacién valiosa sobre

los procesos bioldgicos y las enfermedades (Bio, 2023).
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1. OBJETIVOS

1.1 Objetivo General
Explorar y analizar el perfil del microorganismo P. aeruginosa ATCC 27853 mediante una
aproximacion basada en protedmicay el tratamiento de la bacteria con el aceite esencial bioactivo

de Lippia origanoides en una concentracion subinhibitoria.

1.2 Objetivos Especificos

1. Exponer a la bacteria P. aeruginosa a una concentracion subinhibitoria del aceite esencial
de Lippia origanoides con el fin de analizar su proteoma y obtener una vision de como la
bacteria responde a este compuesto bioactivo.

2. Comparar los patrones de expresion de proteinas de P. aeruginosa en presencia y ausencia
del aceite esencial de Lippia origanoides mediante experimentos de electroforesis
bidimensional.

3. Identificar las proteinas que muestren niveles de expresion diferencial, haciendo uso de la
técnica de espectrometria de masas MALDI-TOF y comparar los perfiles proteicos de las

muestras en presencia y ausencia del aceite esencial.
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2. MARCO TEORICO

2.1 Resistencia multiple a antimicrobianos

Existen numerosos tipos de farmacos, entre ellos, los mas conocidos son: las vacunas,
antidepresivos, antivirales, anestésicos, y antimicrobianos (Ashraf et al., 2021), estos ultimos son
compuestos de origen natural o sintético, capaces de inhibir el crecimiento y propagacién de
diversas clases de microorganismos sensibles e incluso, de destruirlos (Bhattacharjee, 2022). Los
antibidticos son un tipo de antimicrobiano de origen natural, empleados en la prevencién y
tratamiento de infecciones causadas por bacterias. El objetivo de los antibi6ticos puede ser
erradicar, inhibir el crecimiento, o eliminar el microorganismo patdgeno. Sin embargo, el uso
inadecuado de los antibioticos y la automedicacién ha supuesto un grave problema de salud
publica, debido a la adquisicién de resistencia. La resistencia antimicrobiana, AMR (Anti-
Microbial Resistance) hace referencia a la capacidad que poseen los microorganismos para
disminuir su susceptibilidad frente a la accion de los antimicrobianos de una o mas categorias,
generando resistencia a estos (World Health Organization, 2023). La resistencia a multiples
antimicrobianos ocurre debido a que la bacteria en cuestion desarrolla mecanismos de
supervivencia que impiden el mecanismo de accion del medicamento implicando una pérdida de
la eficiencia y limitando las alternativas terapéuticas (Stower, 2020). De acuerdo con la
Organizacién Mundial de la Salud, la AMR afecta la salud y la economia de los paises, ya que
incrementa los costos médicos, disminuye la productividad de las personas e incrementa la
mortalidad (Organizacion Mundial de la Salud, 2020).

Lamentablemente, la problematica generada por el incremento de la resistencia maltiple a

los antibidticos ha sido responsabilidad directamente de los seres humanos, pues la falta de



17

saneamiento y conciencia colectiva, la inadecuada prevencion de infecciones, y fundamentalmente
el uso indiscriminado de antibidticos en el mundo, tanto en humanos, animales y ecosistemas, han
causado que el problema incremente de manera dréastica (Saini et al., 2023). En la actualidad, las
enfermedades infecciosas se han convertido en la principal causa de mortalidad en Estados Unidos,
esto se debe a la resistencia de las bacterias a los antibioticos que ha ido en aumento con el paso
del tiempo, generada cuando las bacterias mutan o adquieren genes de resistencia, lo que les
permite sobrevivir y multiplicarse en presencia de un antibiético que normalmente las mataria.

Cuando las bacterias se vuelven resistentes a los antibioticos, las infecciones que causan
pueden ser mas dificiles de tratar, requerir hospitalizacion mas prolongada, aumentar el riesgo de
complicaciones y ser mas propensas a resultar en muerte (Bhattacharjee, 2022).

Por otro lado, el uso desmesurado de los antibioticos de mano con la automedicacion, han
incrementado la formacidn y esparcimiento de multiples bacterias resistentes, generando amenazas
mundiales a los tratamientos basados en el uso de los antibidticos, ocasionando que se realicen
diferentes esfuerzos con el fin de generar nuevos compuestos antimicrobianos (M. Song et al.,

2020; Yang et al., 2023).
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2.2 Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa es un bacilo movil, gramnegativo (Figura 1), clasificado como patégeno
oportunista que participa en infecciones respiratorias, gastrointestinales, entre otras; las cuales
incrementan significativamente la morbilidad y mortalidad en pacientes inmunocomprometidos.
Su temperatura de crecimiento optima es de 37 °C, sin embargo, el crecimiento se puede dar hasta

los 42 °C, sin necesidad de factores de crecimiento externo (Bennik, 1999).

Figura 1. A. Tincién de Gram de P. aeruginosa vista a 100 X en un microscopio de luz blanca.
B. Micrografia electronica de P. aeruginosa. Tomado de (CDC, 2019)

A lo largo del siglo XXI, este microorganismo ha sido de gran importancia en las
infecciones hospitalarias, pues, al tratarse de un organismo metabolicamente versatil, con
capacidad de desarrollarse en multiples entornos, cuenta con gran cantidad de factores de
virulencia asociados, que aportan en gran medida a su patogénesis (Morita et al., 2014). Su alto
nivel de virulencia y la inmunidad adaptativa, provoca un amplio espectro de enfermedades
respiratorias y nosocomiales, importantes para los pacientes con inmunodepresion (Bashir &
Brown, 2022). Ademas de las infecciones respiratorias, P. aeruginosa tiene la capacidad de
infectar heridas, quemaduras, sitios quirdrgicos e incluso el tracto urinario, y bacteriemia, la cual

puede llegar a convertirse en una sepsis mortal (Sanya et al., 2023).
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En el 2017, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) publicé su primer listado de
“patdgenos prioritarios”, un catalogo de 12 familias de bacterias que representan la mayor amenaza
para la salud humana, en el cual se destaca particularmente la creciente advertencia de las bacterias
gramnegativas, las cuales tienen habilidades incorporadas para encontrar nuevas formas de resistir
tratamiento y tienen la capacidad de transmitir material genético que permita a otras bacterias
desarrollar también multirresistencia; el listado de la OMS se divide en tres categorias segun la
urgencia de la necesidad de nuevos antibiéticos: prioridad critica, alta y media. P. aeruginosa se
encuentra en el segundo lugar de la categoria de prioridad critica. Esto significa que esta bacteria
representa una amenaza particular en hospitales, hogares de ancianos y entre pacientes que
requieran dispositivos como ventiladores y catéteres de sangre (World Health Organization, 2017).

A pesar de que existen varios antibioticos con actividad microbiana frente a P. aeruginosa,
este microorganismo ha desarrollado diferentes mecanismos de respuesta y resistencia a multiples
antibidticos orales e intravenosos (Bashir & Brown, 2022). Entre los mecanismos de resistencia
se encuentran: disminucion de la permeabilidad de membrana de la bacteria, produccion de
enzimas inactivadoras de antibidticos, modificaciones de diana en los antibidticos, mutaciones
cromosoOmicas, entre otros, ocasionando que los tratamientos terapéuticos se hayan convertido en
un fracaso (Bashir & Brown, 2022; Morita et al., 2014).

Por otro lado, P. aeruginosa puede producir la enzima metalo-betalactamasa (MBL). Las
MBL son un tipo de enzima capaz de descomponer una amplia gama de antibiéticos, incluyendo
los carbapenémicos, que a menudo se utilizan como ultimo recurso para tratar infecciones graves.
Esto es especialmente preocupante porque estas bacterias pueden contener genes que les confieren
resistencia a los antibidticos y estos genes pueden ser transferidos a otras bacterias a través de un

proceso llamado transferencia horizontal de genes. (Neves et al., 2014).
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2.3 Aceites esenciales bioactivos

Los AE son liquidos fragantes y volatiles de naturaleza compleja que, aunque representan
una pequefia proporcion en las plantas aromaticas, tienen un impacto significativo en la industria
farmacéutica debido a las multiples propiedades terapéuticas que poseen, como pueden ser:
antimicrobianas, antioxidantes, antiinflamatorias, anticancerigenas, antivirales, analgésicas,
neuroprotectoras y cardioprotectoras (Khan et al., 2023). Estos productos tienen un gran valor
agregado debido a su origen natural, a su composicion quimica obtenida a partir de los metabolitos
secundarios presentes en las hojas, la corteza, las raices y la madera de las plantas. Los AE son
conocidos por sus ingredientes activos como los terpenos, fenilpropenos, compuestos alifaticos y
otros componentes de menor alcance, como se muestra en la Figura 2. Estos compuestos le
proporcionan caracteristicas como el aroma, la actividad bioldgica y la amplia gama de usos y

aplicaciones que estos pueden tener debido a la diversidad de sus componentes (Anjaly Shanker

etal., 2023).
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Figura 2. Principales compuestos quimicos de los AE. Adaptado de: (Ni et al., 2021)

Los AE se distinguen por su amplia gama de beneficios bioldgicos y antimicrobianos, lo
cual ha ocasionado que hayan sido empleados como remedios naturales durante mas de mil afios.

Las propiedades de los AE han contribuido y despertado un creciente interés en su uso,
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particularmente en los campos de la medicina y conservacion de alimentos; adicionalmente estos
componentes tienen la facilidad de ingresar al organismo por medio de diferentes vias de acceso,
como la inhalacion, la absorcion cutanea y la ingestion (Mehdizadeh & Moghaddam, 2018).

Las propiedades bioldgicas de los AE pueden desempefiarse por medio de diferentes
mecanismos de accién, tal como se puede observar en la Figura 3, en este proyecto de
investigacion, se analizaron algunos de estos mecanismos de accion, para ello, se empleo el aceite
esencial de Lippia origanoides.

Lippia origanoides, es una planta perteneciente a la familia Verbenaceae; se caracteriza
por crecer en los arbustos y ser muy aromatica, su altura varia entre 0,7 y 2,5 metros, sus hojas son
de forma ovalada, poseen una textura rugosa, estan ligeramente cubiertas de vellosidades y tienen
una longitud de 1 a 3 cm de largo y 0,5 a 1,5 de ancho; esta planta esta constituida por numerosas
flores pequefias de color blanco, y sus frutos son pequefias capsulas secas, dentro de las cuales se
pueden encontrar las semillas de color café (Pérez Santiago et al., 2011). Esta especie se distingue
por la abundancia de sus aceites esenciales, los cuales son notables no solo por su cantidad, sino
también por sus propiedades. Estos aceites esenciales exhiben caracteristicas antibacterianas y

antioxidantes, atributos que estan intrinsecamente ligados a su composicion quimica.
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permeabilidad celular génica transferencia de electrones
| Destruccién del potencial Inhibicién de la sintesis de Obstaculizacién de la Inhibicién de la sintesis de
de membrana peptidoglicano reparacion del ADN ATP
\_ Desnaturalizacién de
proteinas

Figura 3. Mecanismos de accion de los AE en las células. Adaptado de: (Ni et al., 2021)
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En un estudio llevado a cabo por la Universidad Industrial de Santander en el afio 2023, se

utilizo la técnica de cromatografia de gases con espectrometria de masas (GC/MS) para analizar

la composicidn del aceite esencial de Lippia origanoides. Los resultados revelaron la presencia de

diez compuestos, que en conjunto representan el 95,5 % de la composicion total del aceite.

La Tabla 1 muestra los cinco compuestos principales que conforman la mayor parte del aceite

(Ruiz-Duran et al., 2023).

Tabla 1. Principales componentes del AE de Lippia origanoides. Adaptado de: (Ruiz-Duran et al., 2023)

Nombre Timol p-cimeno Carvacrol S-myrcene y-terpineno

CH, CHs CH, CH3

HsC CHs OH
Estructura CH,
HO ’
H3C CH3 CH3 H3C CH3 H3C CH3 H3C CH3
Concentracion
71,7 % 10,5 % 4,4 % 2,1% 2,0%

viv

Los demés compuestos encontrados en el aceite fueron: 6xido de cariofileno (1,6%), timil metil

éter (0,9%), trans-p-cariofileno (0,9%), epdxido de humuleno 11 (0,7%) y terpinen-4-ol (0,7%).

Este aceite esencial es utilizado cominmente en medicina tradicional, para el tratamiento

de resfriados, infecciones pulmonares y gripe, estos usos alternos han causado que los cientificos

dedicados a tratar enfermedades infecciosas muestren interés en los compuestos biologicamente

activos derivados de fuentes naturales con propiedades antibacterianas (dos Santos et al., 2004).
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2.4 Protedmica como herramienta para el analisis de rutas metabdlicas

Las ciencias dmicas son un grupo de disciplinas relacionadas entre si que se enfocan en el
estudio integral de un componente biol6égico dentro de un organismo. Cada una de estas disciplinas
se dedican a investigar aspectos particulares de la biologia molecular, aportando a una
comprension integral de la estructura y funcion de los sistemas bioldgicos. Las principales ciencias
Omicas son la genomica (ADN), transcriptomica (ARN), metabolémica (Metabolitos) y
protedmica (proteinas) (Hamers, 2016).

En conjunto, las ciencias émicas proporcionan informacion puntual sobre procesos
bioldgicos. Esta informacion se puede comparar entre si para determinar las diferencias de los
fundamentos bioldgicos de la salud y la enfermedad, o de tratamientos y controles, proporcionando
asi nuevos y mas precisos métodos de prediccion, prevencion, diagnostico y tratamiento de
enfermedades (Regan et al., 2019).

La protedmica, tal como su nombre lo sugiere, es el estudio del conjunto de proteinas
expresadas por un organismo determinado, una célula, o un tejido, en un momento puntual y a
condiciones especificas (proteoma). A grandes rasgos, la proteémica es el analisis completo de los
proteomas a partir de la generalidad de su composicion, estructura y actividad, empleando diversas
metodologias de identificacién y caracterizacion de las proteinas, las cuales son elementos
fundamentales de los organismos vivos (Barallobre-Barreiro etal., 2013). La protedmica
comparativa es una de las estrategias de andlisis mas utilizada para determinar proteinas que
presentan variaciones como respuesta a un estimulo especifico, sobreexpresandose o inhibiéndose
(Malmstrém et al., 2013).

Unicamente mediante el estudio de las proteinas, es posible que sean identificadas las

modificaciones postraduccionales, pues estas pueden afectar profundamente la funcion proteica en
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una célula (Graves Paul R. & Haystead Timothy A. J., 2002). Esta disciplina cientifica es de vital
importancia en investigaciones relacionadas con la salud. EI conocimiento de las proteinas y
moléculas encargadas de la funcion celular, asi como la comprension de como llevan a cabo sus
funciones y como interactian entre si, permiten un mayor entendimiento de las funciones y
mecanismos del sistema humano. Esto es crucial para entender los procesos bioldgicos normales
y las alteraciones que ocurren en las enfermedades (Pando-Robles & Lanz-Mendoza, 2009).
Debido a la importancia de la protedmica, se han desarrollado herramientas universales que
permiten separar las proteinas de los demas componentes celulares. Dos de las técnicas analiticas
mas eficientes que se complementan para obtener 6ptimamente la separacién y la identificacion
de proteinas son electroforesis en gel 2D y la espectrometria de masas MALDI-TOF (Colino

Palomino, 2021).

2.4.1 Electroforesis bidimensional como método de separacién de proteinas

La electroforesis bidimensional en gel de poliacrilamida (2D-PAGE) es conocida por ser
una de las técnicas mas utilizadas para el estudio del proteoma de un sistema bioldgico. Los geles
de electroforesis bidimensional aportan evidentes ventajas en la separacion e identificacion de
maultiples especies de proteinas individuales (Meleady, 2023). En la electroforesis bidimensional,
las proteinas son separadas en geles de poliacrilamida por medio de dos parametros que no estan
relacionados entre si, la carga (punto isoeléctrico, pl) y el tamafio (peso molecular, MW). Esta
técnica es considerada de alta resolucidn, gracias a que permite la separacion de mezclas
complejas de proteinas, la resolucion de este método es distintiva gracias a su bimensionalidad,
y el mejor resultado se obtiene cuando se combina el isoelectroenfoque (IEF) con la electroforesis

en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE) (Jungblut, 2006).
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La técnica 2D-PAGE, separa las proteinas de manera que se generan spots de punto
isoeléctrico y peso molecular especificos, los cuales se presume se encuentran asociados a una
proteina en particular, de esta manera es posible detectar variaciones en las cantidades relativas
de especies proteicas y asi poder identificar diferencias entre muestras (Jungblut, 2006).

La técnica de electroforesis bidimensional es un método poderoso y versatil que cuenta con
una amplia gama de aplicaciones en diversos campos, siendo especialmente relevante en el
ambito clinico. En el contexto de esta investigacion, la técnica 2D-PAGE se utilizé con el
objetivo de estudiar las proteinas caracteristicas del microorganismo P. aeruginosa, por medio
de la comparacién de los geles de electroforesis obtenidos de muestras control con respecto a las
muestras tratadas con el aceite esencial de L. origanoides.

La técnica 2D-PAGE separa las proteinas en funcion de su masa molecular y su punto
isoeléctrico. Esto permite diferenciar entre proteinas de masa idéntica que difieren en su pl, asi

como proteinas con valores de pl similares, pero con masas moleculares distintas.
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2.5 Espectrometria de masas MALDI-TOF como técnica para identificacion de proteinas
En los ultimos afios, la espectrometria de masas MALDI-TOF ha incursionado mas que
nunca en la investigacion enfocada en proteinas. De hecho, la espectrometria de masas es
actualmente la tecnologia primordial y mas eficiente utilizada para la identificacion de proteinas
en muestras de caracter biolégico. Esta técnica se caracteriza por su sensibilidad, resolucién y
precision. Proporciona analisis completos de proteinas en todo el proteoma, basandose en los
cambios entre diferentes condiciones, como muestras bioldgicas sanas versus enfermas. Esto
permite descubrir los mecanismos patoldgicos a nivel fenotipico del microorganismo estudiado
(Blattmann & Aebersold, 2023; Rozanova et al., 2021; Zhang et al., 2024).

La técnica de Desorcion/lonizacion Laser Asistida por Matriz - Tiempo de Vuelo (MALDI-
TOF, por sus siglas en inglés) es una técnica de ionizacion suave, que combina la ionizacién
MALDI con la separacidn de iones por tiempo de vuelo (TOF). Esta técnica consta de cinco fases
caracteristicas:

1. Preparacion de la Muestra: La muestra que se va a analizar se mezcla con una sustancia
especial conocida como matriz. La matriz es generalmente una molécula organica
pequefia que absorbe la luz ultravioleta. La muestra y la matriz se cristalizan juntas en
un target de muestras (Schumann & Maier, 2014, p. 13).

2. Disparo del Laser: Un laser se dispara hacia el target de muestra. La matriz absorbe la
energia del laser y se calienta rapidamente. Esto es importante porque la matriz actla
como un medio, transfiriendo energia del laser a la muestra sin destruirla. La matriz,
formada por pequefias moléculas &cidas, posee una alta capacidad de absorcion dptica

en el espectro de longitud de onda del laser empleado (Camarasa & Cobo, 2018).
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3. Desorcion e lonizacion: El rapido calentamiento causa la desorcién y la ionizacion de
la muestra. La desorcion se refiere al proceso en el que las moléculas de la muestra son
liberadas de la superficie del target. Durante este proceso, las moléculas de la muestra
también se ionizan (ganando o perdiendo electrones) debido a la transferencia de
energia de la matriz.

4. Aceleracion de los lones y Tiempo de Vuelo: En MALDI-TOF, después de la
ionizacion, los iones son acelerados por un campo eléctrico hacia un tubo de vuelo. Los
iones de menor masa llegan al detector mas rapido que los iones de mayor masa, debido
a su mayor velocidad. Por lo tanto, el tiempo que tarda un ion en viajar desde el punto
de ionizacion hasta el detector (el tiempo de vuelo) esté inversamente relacionado con
la raiz cuadrada de su masa. Esto permite la separacién de los iones segln su relacion
masa/carga (Giebel et al., 2010, p. 6).

5. Deteccidn de los lones: Los iones son detectados a medida que llegan al detector. La
sefial del detector se registra en funcién del tiempo de vuelo, produciendo un espectro
de masas (Maldonado et al., 2018).

La espectrometria de masas es una técnica analitica que se utiliza para identificar la
cantidad y el tipo de compuestos quimicos presentes en una muestra, midiendo la relacion
masa/carga y la abundancia. Este enfoque rutinario puede ser utilizado para cuantificar gran
variedad de analitos, incluyendo moléculas pequefias y péptidos. MALDI-TOF MS, proporciona
ventajas en analisis bioldgico de analitos, esta técnica ofrece la capacidad de monitorear muestras

con mayor rendimiento a un menor costo en comparacion con otros métodos (Dilmetz et al., 2021).
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2.5.1 Servidor MASCOT de Matrix Science

Las herramientas computacionales han permitido que la protedbmica basada en
espectrometria de masas aborde los desafios relacionados con la eficiencia de ionizacion de
analitos. A pesar de esto, el desarrollo de instrumentos integrados para el trabajo con datos de MS
ha evolucionado de manera paulatina y fragmentada. Por consiguiente, el acceso a estas
herramientas es limitado para ciertos sectores de la comunidad cientifica (Knudsen et al., 2014).

MASCOT es ampliamente reconocido en el campo de la protedmica como un motor
esencial de busqueda desarrollado por Matrix Science, que utiliza informacion de espectrometria
de masas con el fin de identificar y caracterizar proteinas por medio de diferentes bases de datos
de secuencias primarias. Su aplicacion puede llegar a ser de gran utilidad para investigadores,
laboratorios, educadores y para la industria en general.

MASCOT Server es un poderoso motor de busqueda gque se ha catalogado como el estandar
en la identificacion de proteinas, integrando todos los métodos estudiados en la basqueda de bases
de datos, entre ellos: huella de masa peptidica, consulta de secuencias y basqueda de iones MS/MS
(Matrix Science, 2023).

MASCOT Server dispone de varias bases de datos de secuencias, las cuales pueden
consultarse segun la especie que se esté analizando. En el contexto de esta investigacion, se
destacan dos bases de datos fundamentales para la busqueda:

1. SwissProt: Es una de las bases de datos de proteinas con mayor calidad, es ideal en

cuanto a busquedas de huellas de masas peptidicas (Matrix Science, 2024).
2. Contaminants: Es una base de datos de contaminantes comunes compilada por el
Instituto Max Planck de Bioquimica de Martinsried, evalla y monitorea los riesgos

asociados a sustancias que interfieren con proteinas de interés (Matrix Science, 2024).
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3. METODOLOGIA

Este trabajo se llevé a cabo utilizando solventes de alta calidad analitica, incluyendo:
acetonitrilo, isopropanol, metanol, entre otros, (Merck). Ademas, se emplearon otro tipo de
reactivos, entre esos: urea, glutaraldehido, THPS, CHAPS, DTT vy tripsina, todos adquiridos a
Sigma Aldrich. Todas las soluciones se prepararon con agua tipo I libre de RNAasas, DNAasas y
proteasas. ElI AE de L. origanoides quimiotipo timol (LOT-II), fue proporcionado por el Centro
Nacional de Investigaciones para la Agro-Industrializacion de Especies Vegetales Aromaticas y
Medicinas Tropicales (CENIVAM). Todo el material de plastico y vidrio utilizado fue esterilizado
en una autoclave de la marca All American, asegurando su uso exclusivo para experimentacion

protedmica.

Para la investigacion se utilizd la cepa de P. aeruginosa ATCC 27853, adquirida
comercialmente a LabCare de Colombia, la cual, segun la ATCC, esta disefiada Gnicamente para
ser usada en laboratorios de investigacién, nunca para uso terapéutico o diagndstico animal o
humano; este microorganismo se encuentra en estado liofilizado, con el fin de conservarlo y
facilitar su transporte (P. aeruginosa (Schroeter) Migula ATCC 27853). Esta investigacion se llevo
a cabo con una cepa de P. aeruginosa en estado planctonico, lo cual quiere decir que su interaccion
fisica con otras células es limitada, y se encuentra en un estado libre de flotacién (Vohra et al.,

2024).
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3.1 Actividad antibacteriana de L. origanoides sobre P. aeruginosa

La determinacion de actividad bioldgica se llevo a cabo mediante pruebas de inhibicion de
crecimiento, y determinacion de la concentracién minima inhibitoria (CMI), de acuerdo con el
protocolo del CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2007; Martinez et al., 2023) como

se muestra en la Figura 4.

Diluciones del Aceite Esencial Sembrado de muestras Medicién de absorbancia

- ‘( -
: .

1:1.50 mg/mL 3:0.38 mg/mL 100 pL de cada AE + 100 pL indculo

2:0.75 mg/mL 40,19 mg/mL Se toman las medidas cada hora a 595 nm

.
Incubacion X 9h gw °c

Figura 4. Procedimiento para actividad antimicrobiana de LOT-II sobre P. aeruginosa

El microorganismo se inocul6 en caldo de cultivo Luria-Bertani (LB) durante 16 h a 37 °C.
A partir de este cultivo se prepard el indculo fresco ajustando la concentracion inicial a una
densidad 6ptica (D.O) de 0,08-0,1 medido a 595 nm en el lector de microplacas Multiskan SkyHigh
Microplate Spectrophotometer (Thermo Fisher-Scientific, Waltham, MA, USA). Se prepararon
cuatro diluciones del aceite esencial partiendo de una solucién madre de 600 mg/mL. Para ello,
primero se diluyé la solucién hasta 3 mg/mL (30 uL AE + 5970 uL agua peptonada 0.1 % m/v).
La primera dilucion, de concentracién 1.5 mg/mL se prepar6 mezclando volimenes iguales de la
solucion inicial (3 mg/mL) y agua peptonada 0.1 % m/v. A partir de las soluciones obtenidas se
realizaron diluciones sucesivas hasta obtener las concentraciones de 0.75 mg/mL, 0.375 mg/mL y
0.1875 mg/mL. En cada pozo de la microplaca se afiadieron 100 pL de las diluciones del AE de
L. origanoides y 100 pL de in6culo bacteriano y se homogenizo por retropipeteo. La microplaca
se incubd durante 9 h a 37 °C realizando mediciones de absorbancia correspondientes al

crecimiento bacteriano cada hora, utilizando el lector de microplacas a 595 nm.
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Para los controles se utilizé una mezcla apropiada de DMSO < 1 %, medio de cultivo e
in6culo como controles de crecimiento, y un control negativo de esterilidad con el medio de cultivo
estéril y el AE. Como control positivo del efecto antimicrobiano se utilizd ofloxacina como
antibidtico convencional. De esta forma se construyeron las cinéticas de crecimiento microbiano.

La CMI fue la menor concentracion (mg/mL) en la cual no se presento crecimiento microbiano.

3.2 Obtencion de la biomasa bacteriana de P. aeruginosa

Como se muestra en el esquema de la Figura 5, a partir de un cultivo en agar BHI fresco
(Brain Heart Infusion), que se incub6 durante 24 h, se preparé un preindculo agregando una colonia
del repique a 8-10 mL de medio Luria Bertani (LB) estéril y se dejo6 en incubacion durante 12 + 1
h a 37 °C en agitacion constate a 200 rpm. Una vez finalizado el tiempo de cultivo, se preparé el
indculo, ajustando la concentracion bacteriana a 0,5 McFarland, equivalente a 1 —5 x 102 UFC/mL
(0,08 a 0,1 D.O. a 595 nm) utilizando medio de cultivo LB estéril. A partir de este inoculo se
prepararon los cultivos plancténicos (tratamiento y control) utilizando una concentracion
subinhibitoria de LOT-11 (0,375 mg/mL) y agua peptonada (0,1% m/v), respectivamente. Estos
cultivos se incubaron durante 6 h a 37 °C en agitacion constate a 200 rpm posteriores a los cuales

se realizo la extraccion de proteinas totales. Todos los experimentos se realizaron por triplicado.

Repique Incubacion Preinéculo Incubacién

=
‘ [
4 £
-
-
' :[
t
O

\
\
\
\
= i
Yasz2n flarec oy ;
& g X 12:1h g 37°C 200 pm
Incubacion Activaciones Ajuste 0.5 ‘
Control/Tratamiento McFarland ¥

H20 ep AE Inéculo
'_| \ ) _ \

’-~~l - — =

e
Wen & 37°C (7200 pm

Figura 5. Procedimiento para la formacion del pellet de P. aeruginosa
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3.3 Extraccion, precipitacion y solubilizacidn de proteinas

La Figura 6 ilustra el procedimiento realizado para extraer, precipitar y solubilizar las
proteinas. Se centrifugaron los cultivos plancténicos a 10.000 G por 10 minutos a
4 °C, para recuperar el pellet de células bacterianas. Los pellets fueron lavados 3 veces con agua
peptonada 0,1 % y centrifugando a 10.000 G por 10 minutos a 4 °C, descartando el sobrenadante.
Una vez obtenido el pellet bacteriano, se le adicionaron 200 pL de buffer de lisis (Urea 7 M,
Tiourea 2 M, DTT 100 mM, Tris 40 mM, PMSF 1 mM, EDTA 1 mM, Ortovanadato de Sodio
1 mM, CHAPS 4 %, Anfolitos 1 %), se agitd en vortex por 1 minuto.

La muestra se sometio a lisis mecanica utilizando un sonicador de punto al 50 % de la
amplitud en 3 ciclos de 5 s on 55 s off, en bafio frio de para evitar sobrecalentamiento. Una vez
sonicada, se llevo a cabo la precipitacion de proteinas, utilizando acetona fria (-20 °C), en una
proporcién de 1:8, y &cido tricloroacético (TCA) al 10 % v/v en proporcion de 1:1, refrigerando
por 12 h. Posteriormente, la muestra se centrifugé a 18.000 G por 15 minutos a 4 °C, y se descartd
el sobrenadante, se prosiguio a lavar el pellet de proteinas tres veces con acetona fria. Al finalizar
los lavados, se procurd retirar la mayor cantidad de sobrenadante (acetona) que fuera posible, y se
dejaron los tubos en la cabina de extraccién a temperatura ambiente por unos minutos, para que la
acetona restante se evaporara completamente.

Finalmente se adicionaron 100 pL de buffer de lisis, y se resuspendidé la proteina
completamente con ayuda del vértex, asegurandose de tener un sistema de enfriamiento que se
mantenga a menos de 10 °C. Cuando la muestra estuvo completamente solubilizada, se prosiguid

a cuantificar las proteinas con el método de Bradford.
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Figura 6. Procedimiento para la extraccién, precipitacion y solubilizacién de proteinas

3.4 Cuantificacion de proteinas

A partir de una curva de calibracion se determind la concentracion de proteinas totales
obtenidas para las muestras tratadas y control. Paraello se prepard una solucion madre de 2 mg/mL
de albdmina de suero bovino (BSA) y a partir de ella se hicieron diluciones para obtener diferentes
concentraciones de patrén (se tomaron 10 concentraciones de BSA, 0,1 — 1,0 mg/mL). Para medir
la absorbancia de cada patron y de las muestras, se agregaron 5 puL de cada muestra y 200 pL de
Reactivo Bradford (Etanol 5 % v/v, Coomassie 0,01 % m/v y Acido Ortofosférico 10 % v/v), por
triplicado en una microplaca de 96 pozos, se dejo reposar 2 minutos (Tantray et al., 2023, p. 20).
Se realizo la lectura en el lector de microplacas Multiskan SkyHigh Microplate Spectrophotometer
(Thermo Fisher-Scientific, Waltham, MA, USA) a 595 nm. Con los resultados de absorbancia

obtenidos y la ecuacién de la curva, se calcularon las concentraciones de las proteinas (Figura 7).
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Patrones de BSA Bradford Curva de calibracion

Figura 7. Procedimiento para la cuantificacion de proteinas

3.5 Electroforesis bidimensional (2D)
La técnica que se utilizo para el analisis por electroforesis fue la descrita por O’Farrell
(O’Farrell, 1975). Se utiliz6 un gradiente de pH inmovilizado de 3-10 no lineal de 7 cm, seguida

de una separacién por peso molecular en geles de poliacrilamida SDS-PAGE de 12 % (Figura 8).

i i i Separacidn por Reduccién/Alquilacién
Rehidratacion de las tiras punto isoeléctrico q

31 8-24 horas 15000 V/h 10 min c/u

Corrida Tincién

Preparacion Escaneo Analisis

\r_r'.'ﬂ'm-'l B — Q&I“I‘
E— —=

SDS-PAGE acrilamida 12% PDQuest

—

3

Coomassie coloidal

Figura 8. Procedimiento para la separacion de proteinas en gel de electroforesis 2D-PAGE

3.5.1 Para primera dimensién (Enfoque isoeléctrico)
Se utiliz6 el equipo PROTEAN® i12™ |EF System (Bio-Rad, USA) para separar las
proteinas por punto isoeléctrico, en tiras de gradiente de pH inmovilizado-no lineales de 7 cm y

pH 3 — 10, rehidratadas una solucién que contenia urea 8 M, CHAPS 2 % m/v, DTT 50 mM,
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anfolitos 0,2 % m/v y azul de bromofenol 0,001 % m/v durante un periodo de 18 — 24 horas.

Posteriormente se colocaron las tiras en el equipo, utilizando el protocolo sugerido por BioRad,

Ilevando hasta un voltaje de 15.000 V/h durante un periodo de 6 — 8 horas (Arizmendi et al., 2013).
3.5.2 Para segunda dimensién (SDS-PAGE)

Una vez finalizado el proceso de isoelectroenfoque, se continu6 con la fase de equilibrado
de las tiras. Inicialmente las tiras se colocaron en una solucion de equilibracion I (DTT al 2 % m/v
urea 6 M, tris-HCI 0,375 M pH 8,8, SDS al 2 % m/v, glicerol al 20 % v/v) incubando por 10 min,
50 rpm y en oscuridad. Posteriormente, se transfirieron a la solucion de equilibracion Il
(iodoacetamida al 2 % m/v, urea 6 M, tris-HCI 0,375 M pH 8,8, SDS al 2 % m/v, glicerol al 20 %
v/Vv) y se incubaron durante 10 min, 50 rpm y en oscuridad.

Posterior al proceso de equilibracidn se prosiguio a separar las proteinas de acuerdo con su
peso molecular usando un gel de SDS-PAGE al 12 % de acrilamida con un programa de corrida
de 2 h a 100 V. Para la generacién del campo eléctrico y migracion electroforética se utilizé un
buffer de corrida (Glicina 1,44 % vlv, Tris-base 0,2 % v/v, SDS 0,1 % v/v). Una vez finalizada la

corrida, los geles se tifieron mediante el método de Commassie Coloidal (Arizmendi et al., 2013).

3.6 Lectura y analisis de imagenes

Una vez finalizada la electroforesis, los geles se escanearon a través de un
fotodocumentador ChemiDoc MP imaging system (Bio-Rad, USA), y posteriormente se realizé el
correspondiente analisis de imagenes con software PDQuest 2D (Bio-Rad). La expresion proteica
de P. aeruginosa tratada con LOT-II se sometid a una evaluacion estadistica con las réplicas de
control para detectar la expresion diferencial de proteinas. Los puntos de expresién diferencial son

aquellos que mostraron variacion biolégica o fold change FC superando el umbral (2 <FC <0,5).
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3.7 ldentificacion de proteinas diferenciales

Se utilizo la espectrometria de masas MALDI-TOF para el analisis de las moléculas
bioldgicas, como se puede observar en la Figura 9. Cada gel se lavé con agua desionizada durante
10 minutos (3 veces). Se cortaron del gel de electroforesis, los spots de interés y se colectaron en
tubos Eppendorf de 0,5 mL; se decoloraron con 200 pL de buffer de lavado (acetonitrilo 50 % v/v
y bicarbonato de amonio 50 mM), haciendo lavados de 15 minutos. Finalmente, los geles con los
spots de interés se deshidrataron realizando dos lavados de 15 minutos con 200 pL de acetonitrilo
(grado analitico). La tripsinizacion se realizé agregando 7 pL de la solucion de rehidratacion de
tripsina 20 ng/uL. (Modified Trypsin Porcine, Promega, USA) disuelta en bicarbonato de amonio
10 mM, incubando a 37 °C overnight. Para la extraccion de proteinas, se agregaron 7 pL de
solucion de extraccién (60 % acetonitrilo, 1 % acido trifluoroacético (TFA)), y se recolecto el
sobrenadante (2 veces). Las muestras fueron concentradas a 60 °C en el Horno de secado (Binder,
Alemania) y se resuspendieron en 5 pL de solucién TA30 (30 % acetonitrilo, 0,1 % TFA).

Para el analisis en MALD-TOF se prepardé una solucion saturada (20 mg/mL) de matriz
acido a-ciano-4-hidroxicindmico (CHCA, Sigma-Aldrich), diluida en TA30. Los péptidos que se
obtuvieron se colocaron en un plato de muestras, también conocido como target, (Plate MTP 384,
Bruker Daltonics®, Bremen, Alemania). se utilizd el método de doble capa, que implico los
siguientes pasos: inicialmente, se depositdé 1 pL de la matriz en los pocillos del target.
Posteriormente, se anadi6o 1 pl de la muestra concentrada a los pocillos. Para finalizar la
preparacion de la doble capa, se afadio una capa adicional de 1 pl de matriz. Cada capa se dejo
secar completamente a temperatura ambiente antes de proceder a la siguiente (Zarate et al., 2014).
Se midieron los espectros de masas en el equipo de MALDI-TOF Ultraflextreme (Bruker

Daltonics, Bremen, Alemania) operado con el software FlexControl v.33 y equipado con un laser
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pulsado de Nd:YAG de 633 nm. Todo el conjunto de espectros de masas fue adquirido en modo
lineal de iones positivos a una potencia de laser del 100 % en un rango de masas de 600 a 5000
kDa. El voltaje de aceleracion entre las placas fue de 23kV con una frecuencia de 500 Hz y
resolucion de 40.000 FWH. La calibracion externa se realizo utilizando un Mix de Péptidos
Calibrantes MALDI-MS (Sigma Aldrich) en rango de 500 a 3500 Da. Cada espectro correspondio
a la sumatoria de aproximadamente 10 disparos a la muestra realizados de forma manual para
mejorar la relacion sefial/ruido (S/N). Los patrones de fragmentacion que se obtuvieron fueron
posteriormente comparados con los de las proteinas que se encuentran en la base de datos
MASCOT para P. aeruginosa, procurando obtener un score representativo. El score es una medida
que se utiliza para evaluar la significancia de los resultados de busqueda. Se considera que los
puntajes superiores a 40 son aceptables para identificar proteinas o péptidos. Sin embargo, esto
puede variar segun la calidad de los datos (Matrix Science, 2024). Ademas, se realizé una busqueda
en el recurso universal de UniProt para obtener informacion mas detallada sobre las proteinas

identificadas (Bowler-Barnett et al., 2023).
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o SCIENCE

Sembrado de muestras Toma de espectros Calibracion de Busqueda en
en el target por método MALDI-TOF espectros en MASCOT, STRING
doble capa FlexAnalysis y PANTHER

Figura 9. Procedimiento para la identificacion de proteinas diferenciales
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3.8 Analisis bioinformatico

Se disefid un interactoma utilizando el software STRING (https://string-db.org/) con el

objetivo de evaluar de manera estadistica las funciones biologicas asociadas a cada proteina y sus
rutas interconectadas. Las proteinas que mostraron una expresion diferencial se agruparon segun
los términos de ontologia génica (GO) relacionados con su funcién bioldgicay molecular. Ademas,

se import6 una lista de genes a PANTHER (https://www.pantherdb.org/) para un analisis mas

detallado. El interactoma proporciona una vision global de las interacciones proteina-proteina y
ayuda a comprender mejor las funciones bioldgicas y las vias asociadas en un contexto molecular.
PANTHER, por su parte, permite clasificar las proteinas segun su funcién genética especifica

(Vennou et al., 2020).


https://string-db.org/
https://www.pantherdb.org/
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Actividad bioldgica de L. origanoides sobre la expresion de P. aeruginosa

Se evaluo la actividad antimicrobiana del AE LOT-II en concentraciones de 0,19 a 1,5
mg/mL frente a P. aeruginosa para determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI)
mediante la técnica de microdilucion en caldo. Los resultados, que se presentan en la Figura 10,
indican que la concentracion minima inhibitoria 90 corresponde a 0,75 mg/mL. Adicionalmente,
a la mitad de la CMlgo, el efecto inhibitorio del LOT-II disminuye aproximadamente al 20 %,
permitiendo el crecimiento parcial del microorganismo. Por lo tanto, se trabajé con una
concentracion de LOT-II de 0,38 mg/mL (% CMlIgp), ya que se requiere suficiente biomasa de

P. aeruginosa para analizar el comportamiento del proteoma, manteniendo el efecto inhibitorio.
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Figura 10. Cinética de crecimiento de P. aeruginosa durante exposicion a diferentes concentraciones de
AE de LOT-II
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La actividad antimicrobiana del aceite esencial de Lippia origanoides (LOT-II) ha sido el
foco de numerosas investigaciones, y se ha sugerido que puede estar vinculada a sus componentes
principales, como el timol; el cual posee propiedades antibacterianas intrinsecas significativas
contra una variedad de microorganismos, tanto gramnegativos como grampositivos (Wu et al.,
2023). El mecanismo de accién de los principales compuestos de LOT-II se atribuye a su
interaccion con la membrana bacteriana. Se cree que estos compuestos desestabilizan la bicapa
lipidica de la membrana bacteriana, lo que resulta en una mayor permeabilidad y eventual lisis de
la célula (Mufoz et al., 2007). La eficacia del AE de LOT-II como agente antimicrobiano puede
ser el resultado de la accion sinérgica de varios de sus componentes (Gomes dos Santos et al.,

2023; Oliveira et al., 2007).

4.2 Cuantificacion de Proteinas por el método de Bradford

Las proteinas contenidas en la biomasa del microorganismo P. aeruginosa fueron
cuantificadas utilizando la técnica colorimétrica de Bradford. Para este proposito, se elaboré una
curva de calibracion con patrones BSA, la cual se detalla en el APENDICE A.

A partir de esta curva, se derivé la Ecuacion (1), la cual representa la expresion algebraica
de la recta. Esta ecuacion se utiliz6 para determinar la concentracién de proteinas.

y = 0,5532x — 0,0064 1)

Los resultados obtenidos se registraron en la Tabla 2; la cual evidencia que, tal lo han
sugerido otros autores, se observé una disminucién en la concentracion del proteoma tratado con
el AE de LOT-II, la cual puede tener implicaciones significativas en la supervivencia de
P. aeruginosa, sugiriendo que este AE puede tener potencial como agente antimicrobiano

(Abrahim et al., 2024; Adolpho et al., 2024; Ickovski et al., 2024).
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Tabla 2. Concentracion de las proteinas extraidas de P. aeruginosa

Concentr:flcién Concentr:flcién Concentr{:lcién sp
Muestra  Absorbancia ot dg?lrl:)itg;rslas i pfri(r)];e;lnas d;forr?gé?gs (Esetz\ggc;ign
[Pr] [Pr*dilucion] [Pr]

0,094 0,181 3,63

Control 0,099 0,192 3,84 3,37 0,64
0,067 0,132 2,63
0,064 0,127 2,55

Tratamiento 0,069 0,138 2,76 2,61 0,12
0,064 0,127 2,53

4.3 Analisis de proteinas de P. aeruginosa expresadas diferencialmente

Para determinar los cambios en la expresion proteica de P. aeruginosa inducida por el
tratamiento con concentraciones sub-inhibitorias del AE LOT-II, se realizaron los analisis del
proteoma a través de electroforesis bidimensional de las proteinas obtenidas (Seccion 4.2).

En la Figura 11 se presenta un diagrama de dispersion que permite visualizar la relacion
entre las réplicas de los geles de control y de tratamiento. En este grafico, los puntos que se
encuentran por encima de la linea azul, denominada “fold up”, representan las proteinas que
tuvieron un aumento en su expresion después del tratamiento (sobreexpresadas). Por otro lado, los
puntos que se ubican por debajo de la linea roja, conocida como “fold down”, indican las proteinas
gue presentaron una disminucidn en su expresion (inhibidas). Finalmente, los puntos situados entre

ambas lineas representan las proteinas que no presentaron expresion diferencial significativa.
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Figura 11. Diagrama de dispersion: Relacion entre densidad de pixel de los controles vs tratamientos

En la Figura 12 se muestran dos geles representativos, una para el control (Fig. 12A) y otra
para el tratamiento (Fig. 12B). A grandes rasgos, se puede observar que existe una amplia
distribucion de proteinas a lo largo del gel en ambas condiciones. Sin embargo, hay una mayor
cantidad de spots en las areas correspondientes a peso molecular superior a 50 kDa y pl acido.

Los geles obtenidos presentan coincidencias con diversas investigaciones realizadas con
anterioridad para este microorganismo. Con base con estos estudios previos , es consistente los
resultados encontrados aqui con los reportados para este microorganismo, para el cual, es
caracteristico encontrar la mayoria de las separaciones en la region acida y de alto peso molecular.
(Balasubramanian et al., 2016; Iwanski & Andrejko, 2023; Molina-Mora et al., 2022).

En los geles de control se encontraron en promedio 254 spots, y 236 en las muestras
tratadas, de los cuales se consiguié emparejar un total de 186 spots. De estos, se identificaron 46
con expresidn diferencial, de los cuales, los 15 mas representativos se sefialan en la Figura 12. Los
spots que se encontraban sobreexpresados estan indicados con cuadros de color rojo, mientras que

los que cuya expresion fue inhibida se sefialan con cuadros amarillos.
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Figura 12. Geles 2D-PAGE representativos de control y tratamiento con LOT-II de P. aeruginosa
A. Proteoma sin tratamiento (control) B. Proteoma con exposicion (tratamiento) del aceite esencial LOT-1I

Teniendo en cuenta que la cantidad de spots identificados en cada gel fue
considerablemente alta, se puede inferir que el nimero de proteinas con expresion diferencial fue
bajo. Esta observacion podria estar correlacionada con la posibilidad de que el aceite esencial
LOT-II, a una concentracién de 0,38 mg/mL, tiene un efecto minimo sobre P. aeruginosa, lo que
resultaria insuficiente para generar cambios significativos en la expresion proteica.

Como se evidencio en la grafica de actividad antimicrobiana (Seccidn 4.1) la concentracion
de 0,38 mg/mL tiene un efecto muy reducido sobre el crecimiento bacteriano (20 % de reduccion
en la tasa de crecimiento). A pesar de estas condiciones, se lograron identificar proteinas con
expresion diferencial. Por lo tanto, es probable que, al realizar el tratamiento con una concentracion
mayor del aceite, se afecte de manera mas significativa la intensidad de la respuesta proteica de P.
aeruginosa. Sin embargo, esto afectaria también la cantidad de biomasa obtenida para el estudio.

Para el analisis de los geles, se consideraron ciertos parametros. Los spots debian estar
presentes en los triplicados y mostrar un Fold Change, o menor a 0,5 (2 <FC <0,5). Un FC mayor

a 2 (log2(FC) > 1) se considera una activacion de la expresion proteica, mientras que un FC menor
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a 0,5 (log2(FC) < -1) se considera una represion. Estos valores indican que la expresion ha

cambiado al menos dos veces en comparacion con la condicion de control (Cafiizares, 2010).

En la Tabla 3 se presentan los spots diferenciales identificados, de los cuales cinco estuvieron

sobreexpresados y otros diez inhibidos. Este patron de expresion proporciona una vision detallada

de los cambios metabolicos y de sefializacion que ocurren en respuesta al tratamiento. Para cada

spot se registra también su respectivo valor de Fold Change. Los valores obtenidos en este estudio

fueron consistentes con los hallazgos de investigaciones previas, donde las proteinas

diferencialmente expresadas exhibieron valores de Fold Change dentro del mismo rango (Kim

et al., 2018; Madda et al., 2019; Zhu et al., 2022).

Tabla 3. Spots que presentaron inhibicion o sobreexpresion de proteina al someterse a tratamiento

sSptt DSN promedio DSN promedio Fold
Control Tratamiento** Change
0621 1071820 2466533 2,301
0622 687821 1945868,33 2,829
1623 559950 1523806,5 2,721
2530 476952 1279068 2,682
4507 166709,67 399509,33 2,396
0222 1267595,4 234769,9 0,185
0620 2038198,77 936627,1 0,460
0810 604622,67 263867,67 0,436
1127 1638133 60058,67 0,037
1818 970064,3 298819,1 0,308
2317 1301164 487301,67 0,375
2531 764574 209864 0,274
3213 208279 91934,33 0,441
3325 3189134 82944 0,260
9221 766277,67 66819,33 0,087

T SSP: Numero de spot (Asignado por el software PDQuest)

# DSN: Densidad de Pixel de cada spot
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4.4 ldentificacion de proteinas mediante MALDI-TOF utilizando las herramientas de busqueda MASCOT y UniProt

De los quince spots identificados con expresion diferencial en la Seccion 4.3, se lograron caracterizar a nueve mediante

espectrometria de masas MALDI-TOF. Tres de estos spots estan asociados con la sobreexpresion del proteoma (Tabla 4), y los otros

seis, con su inhibicién (Tabla 5). Se documentaron tanto el punto isoeléctrico como el peso molecular de cada spot, datos proporcionados

por MASCOT. Se asegur0 que estos valores coincidieran con los resultados obtenidos de los geles.

Tabla 4. Proteinas de P. aeuriginosa sobreexpresadas con el tratamiento con LOT-II

. L Lo pl Fold
Spot Proteina Gen Funcion molecular Procesos bioldgicos MW S Score
SSP ARNIt-citidina(32) Cataliza la 2-tiolacion (ATP) de la citidina en e 6,02
0621 2-sulfurtransferasa teA la posicién 32 del ARNt, forma 2-tiocitidina Modificacion del ARN 34200 2.3 &
SSP Patl_2273 hidroxilasa piC Actividad dlzcizl)?s;iizrc;fsendlente de Dioxigenasa 7,85 57 63
162 ipo PKHD ., . L s i 25374 ’
623 tipo Unidn de lones Hierro y de &cido L-ascérbico Oxidorreductasa >3
Cataliza la condensacién de pantoato con
SSP . beta-alanina en una reaccion dependiente de  Proceso biosintético de 5,13
P . . 2,7 4
2530 antotenato sintetasa panC ATP através del pantoil-adenilato pantotenato 30588 ’ 3
Fijacion de ATP
Forma un complejo de membrana interna que
SSP Proteina de biosintesis alaF pmb(:?:s;fzr:;é?]ti::lﬁiui:; n deel ;0?;2!;]0 de Proceso biosintético del ~ 9.47 20 56
3503 del alginato g P P g y &cido alginico 22934 '

agrega grupos acetilo en las posiciones O-2 'y
0O-3 de los residuos de manuronato.




Tabla 5. Proteinas de P. aeruginosa inhibidas diferencialmente con el tratamiento con LOT-11
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. L Lo pl Fold
Spot Proteina Gen Funcion molecular Procesos bioldgicos MW Ghange Score
Responsable de la liberacidn de ribosomas del
SSP Factor de reciclaje de ARNm al final de_,- I_a b|(_)3|nte3|s de pro.t(,elnas Terminacion 6,77
. frr Aumenta la eficiencia de la traduccion . 0,185 57
0222 ribosomas . . . traslacional 20188
mediante el reciclaje de ribosomas de una
ronda de traduccién a otra
ssp NADH-quinona Enlace de NAD Acoplo de la reaccién 513
oxidorreductasa nuoC Actividad de la NADH deshidrogenasa redox a la translocacion ' 0,460 54
0620 . L . 23841
subunidad C Unidn de Quinona de protones
SSP Subumglad pequiefia de . Metila la posicién N7 de la guanina en la ACtIVIda.d del ARNr 9,23
la metiltransferasa G gidB L, (guanina-N7-)- 0,436 60
0810 o posicion 527 del ARNr . 22992
del ARN ribosémico metiltransferasa
Proteina bL12 . .
SSP de la subunidad oL Ayuda al ribosoma a interactuar con los Traduccién 4,62 0.037 48
1127 S, P factores de traduccién unidos a GTP 12897 ’
ribosémica grande
Ssp Proteina ul-30 . . 5 10,59
de la subunidad rpmD Constituyente estructural del ribosoma Traduccion 0,308 50
1818 o, 6540
ribosdmica grande
Ssp Factor de _ Sintesis de enlaceis,pept_ldllcos Blosmte_s]s de proteinas 4,86
., efp Estimulo de la traduccion eficiente y la Elongacion de la cadena 0,375 50
2317 elongacion P L i, . . - 21222
sintesis de enlaces peptidicos en ribosomas polipeptidica
Replicacion del ADN,
ssp Endonucleasa que degrada el ARN eliminacion del cebador 822
2531 Ribonucleasa HII rnhB Unidn de iones de manganeso y de ARN de ARN 31’030 0,274 57
Actividad de la ribonucleasa ARN-ADN Reparacion de
desajustes
Endonucleasa que degrada el ARN Replicacion del ADN,
SSP i6 i ACi 9,12
Ribonucleasa HlI rnhA Union de fones de ma_nganeso y de dcidos eliminacion del cebador 0,261 43
3325 nucleicos 17725

Actividad de la ribonucleasa ARN-ADN

de ARN
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4.5 Analisis bioinformatico mediante PANTHER y STRING

El estudio de la ontologia génica, realizado en PANTHER, evidencié los procesos
bioldgicos asociados a las proteinas identificadas de P. aeruginosa que se sobreexpresaron o
inhibieron durante el tratamiento con el AE de L. origanoides LOT-II. La Figura 13 ofrece una

representacion visual de los resultados obtenidos.

Localizaci(’)n ‘ Procesos

5,3 % homeostatlcos 5,3 %

Figura 13. Procesos bioldgicos en los que estan involucradas las proteinas diferenciales de P. aeruginosa

expresadas en respuesta al tratamiento con el AE LOT-I1I. Construido en: PANTHER

El grafico presentado en la Figura 13 demuestra que el 47,4 % de las proteinas se relacionan
con procesos celulares esenciales para la vida, integridad y funcionamiento del organismo.
Algunos de los procesos celulares que se pueden ver afectados son:

1. Apoptosis: El estrés oxidativo causado por el AE de LOT-II afecta la viabilidad del

microorganismo, desencadenando en la muerte celular programada de P. aeruginosa.
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Ademas, algunos de los componentes del AE, tienen la capacidad de generar especies
reactivas de oxigeno, también relacionadas con la apoptosis (Paz-Zarza et al., 2019;
Tang et al., 2020).

2. Permeabilidad de lamembrana celular: La permeabilidad de la membrana celular puede
verse afectada por el aceite esencial debido a su capacidad para disolverse en lipidos.
Sus compuestos lipofilicos, entran en contacto con los lipidos de la membrana y alteran
su estructura, afectando la fluidez para la entrada y salida de sustancias. La
permeabilidad de la membrana celular puede aumentar en presencia del aceite esencial,
provocando fuga de proteinas y enzimas celulares hacia el exterior, 0 que ciertas
sustancias como iones y moléculas pequefias atraviesen la membrana con facilidad.
Esto, a su vez, podria influir en la supervivencia de la bacteria (Sin et al., 2021; Tang
et al., 2020).

3. Comunicacion intercelular (Quorum Sensing): Algunos componentes del AE de LOT-
Il tienen la capacidad de enlazarse con los receptores de la AHL (N-acil homoserina
lactona), impidiendo de esta manera que las células de la bacteria detecten las sefiales
de sus vecinas, e incluso, el AE puede tener la capacidad de intervenir en la sintesis de
AHL (Céceres et al., 2020; Martinez Guarnizo, 2019).

4. Transporte de nutrientes: Al verse alterada la permeabilidad de la membrana, también
puede estar afectandose el transporte de nutrientes hacia la célula (BioBook, 2021).
El aceite esencial puede inhibir o estimular la actividad de transportadores celulares
especificos, como proteinas de transporte de iones y nutrientes (Maurya et al., 2021)

Otro 31,6 % de las proteinas identificadas participa en los procesos metabdlicos, relacionados al

suministro energético celular, tales como:
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1. Metabolismo del nitrégeno: P. aeruginosa utiliza el amonio como fuente de nitrogeno.
La enzima Grutamina Sintetasa (GS) convierte el amonio en glutamina y la Glutamato
Sintetasa (GOGAT) transforma la glutamina en glutamato, compuesto que se utiliza en
la sintesis de aminoacidos. Los compuestos volatiles del AE pueden inhibir o estimular
la actividad de las enzimas GS y GOGAT alterando la conversion del amonio en
glutamina y glutamato (Diaz Gadea, 2011).
2. Metabolismo de azucares:
2.1.Glucolisis: EI AE de LOT-I11 puede estar involucrado en la actividad de las enzimas
involucradas en la via central de la degradacion de azucares (Rojas et al., 2006).

2.2.Ciclo de Krebs: Las proteinas expresadas diferencialmente estan probablemente
asociadas con la generacion de energia, la sintesis de precursores metabdlicos y la
produccién de nucle6tidos.

3. Metabolismo de aminoacidos: EI microorganismo P. aeruginosa tiene la capacidad de
sintetizar sus propios aminoacidos, los cuales son esenciales para la produccion de
proteinas. Ademas, también se realiza la desaminacion oxidativa de los aminoacidos,
proceso crucial para el reciclaje de nitrégeno y la obtencidn de energia. Estos procesos
se pueden ver alterados con la expresion diferencial ide las enzimas que participan estas
reacciones (Sosa Escudero, 2019).

Un 10,5 % adicional esta relacionado con la respuesta a estimulos, capacidad fundamental para la
supervivencia del organismo. Finalmente, el 5,3 %, esta asociada a procesos de localizacion, que
pueden influir en la patogenicidad del organismo, y otro 5,3 % esta implicada en procesos
homeostaticos, influyentes en la resistencia a cambios con el fin de mantener un equilibrio interno

estable (Martinez et al., 2023).
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Mediante el uso de la herramienta de busqueda STRING, se genero6 una red de interacciones
entre las proteinas identificadas en la Seccion 4.4, las cuales mostraron una expresion diferencial
durante el tratamiento. La Figura 14 ilustra la asociacion funcional entre este conjunto de proteinas.
En la investigacion se identificaron dos grupos de proteinas con expresion diferencial (inhibidas y
sobreexpresadas), en respuesta al tratamiento con el aceite esencial LOT-II asociadas directamente
con las capacidades de supervivencia y funcionamiento del microorganismo. Se constatd que tres
proteinas dentro de la misma ruta mostraron un incremento en su concentracion (sefialadas con
verde en la Figura 14), mientras que las demas proteinas en la ruta experimentaron una disminucion
en su concentracion, lo que evidencia que la totalidad de la ruta metabdlica dejé de ser prioritaria
para el microorganismo. Esto sugiere que cambios en la expresion de las proteinas, tanto
sobreexpresion como inhibicion, podrian tener implicaciones significativas en la funcion y

supervivencia del microorganismo.

Proteinas
inhibidas

Proteinas
sobreexpresadas

-

Figura 14. Interactoma de proteinas expresadas diferencialmente por P. aeruginosa en respuesta al aceite

esencial LOT-II. Construido en: STRING v12.0
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Las proteinas sobreexpresadas, registradas en la Se documentaron tanto el punto
isoeléctrico como el peso molecular de cada spot, datos proporcionados por MASCOT. Se aseguré
que estos valores coincidieran con los resultados obtenidos de los geles., en la Seccion 4.4, se
relacionan con la respuesta al estrés oxidativo inducido por el tratamiento con el aceite esencial.
Este incremento se puede interpretar como un intento del microorganismo de redireccionar el
metabolismo a la busqueda de un mecanismo de defensa contra el estrés ocasionado por el AE
LOT-II. Las proteinas sobreexpresadas, ARNt-citidina(32) 2-sulfurtransferasa, Hidroxilasa tipo
PKHD, y Pantotenato sintetasa se asocian directamente con los procesos metabolicos de

crecimiento, adaptacion y supervivencia de P. aeruginosa (BioBook, 2021).

Especificamente, la ARNt-citidina(32) 2-sulfurtransferasa es una molécula crucial en la
sintesis de proteinas, modifica una base de la citidina en la posicion 32 del ARNt, mediante la
adicion de un grupo sulfuro. Esta modificacion es esencial para el correcto emparejamiento entre
el ARNt y los codones en el ARNm durante la traduccion (Bimai et al., 2020). La proteina
Hidroxilasa tipo PKHD PiuC se involucra en la biosintesis de compuestos organicos, como los
aminoacidos o los acidos grasos, mediante la introduccion de grupos hidroxilo en posiciones
especificas. Esta proteina esta relacionada con la adaptacién al entorno y la sintesis de moléculas
esenciales para el crecimiento y la supervivencia del microorganismo. También se relaciona con
el proceso de apoptosis como respuesta a estimulos externos que deterioren la célula (Y. Song
etal., 2022). La enzima Pantotenato Sintetasa participa en la sintesis de la coenzima A (CoA)
fundamental para numerosas reacciones metabolicas, incluyendo la degradacion de &cidos grasos,
la sintesis de aminodacidos y la produccion de energia. Esta enzima también puede ser crucial para

la regulacion de rutas metabdlicas y la homeostasis celular (Samala et al., 2014).
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El fendmeno de sobreexpresion tiene un impacto significativo en varios procesos
bioquimicos celulares, incluyendo la produccion de proteinas. Cuando se detecta un dafio en el
proteoma, se activa un mecanismo de defensa como respuesta, que resulta en la sobreexpresion de
las proteinas encargadas de reparar dicho dafio. Sin embargo, estos mecanismos también pueden
tener un costo energético para el microorganismo y contribuir a su susceptibilidad al tratamiento

antimicrobiano.

Por otro lado, las proteinas inhibidas representativas se muestran en la Tabla 5, en la
Seccion 4.4. Esta inhibiciéon tiene un impacto directo en el correcto funcionamiento del
microorganismo P. aeruginosa, limitando su habilidad para llevar a cabo funciones vitales. Las
proteinas identificadas con inhibicion en su expresion, Factor de reciclaje de ribosomas,
NADH-quinona oxidorreductasa subunidad C, Proteinas bL12 y uL30 de la subunidad ribosémica
grande, Factor de elongacion P, y Ribonucleasas HI y HII desempefian roles fundamentales en los

procesos energéticos y de traduccion dentro de la célula.

El ARNm se une a los ribosomas, donde se ensamblan los aminoécidos para sintetizar
proteinas. El Factor de Reciclaje de Ribosomas es crucial para separar el ribosoma del ARNm y
reutilizarlo para futuras sintesis. La inhibicién de la presencia de esta proteina, podria implicar
que los ribosomas se encuentran atrapados en el ARNm, lo cual ralentizaria la sintesis de proteinas
0 incluso la detendria por completo esta funcién (Nakano et al., 2003). La NADH-quinona

oxidorreductasa subunidad C es una proteina esencial en el transporte de electrones desde el
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NADH (Nicotinamida Adenina Dinucleétido) hasta la ubiquinona, generando un gradiente de
protones que impulsan la sintesis de ATP (Galan Gonzalez, 2021). Al inhibirse la expresion de
esta proteina, también se reduce la transferencia de electrones, afectando la energia disponible para
las funciones celulares. A su vez, la subunidad C esta relacionada con la produccion de especies
reactivas de oxigeno, que, al disminuir su expresion, altera la sefializacion celular y la respuesta al
estres oxidativo (Di Bernardo & Yagi, 2001).

Las proteinas bL12 y uL30 de la subunidad ribosémica grande son constituyentes
estructurales del ribosoma y participan en la sintesis de proteinas. Los componentes bioactivos del
aceite esencial pueden unirse a las proteinas bL12 y uL.30, alterando su conformacion o impidiendo
su interaccion con otras moléculas ribosomicas. Las proteinas sintetizadas podrian estar
defectuosas o incompletas debido a la disminucion de la funcion ribosémica. Esto podria afectar
la funcion de enzimas, receptores entre otras proteinas (Tani et al., 2023; Younkin et al., 2020).

El Factor de Elongacion P facilita la traduccién de los cddigos genéticos en proteinas
funcionales. La union de esta proteina al ribosoma en el sitio P es necesaria para estabilizar el
ARNt, forzando asi una conformacion de la cadena naciente que proporciona una geometria de
sustrato favorable para la formacion del enlace peptidico. La inhibicidon de su expresion puede
afectar funciones celulares esenciales, como el crecimiento y la reparacién (Pinheiro et al., 2020).

Algunos componentes de los aceites esenciales como los terpenos o los fenoles pueden
interactuar directamente los sitios activos con las Ribonucleasas HI y HII, inhibiendo su funcion.
También puede ocurrir que se module la expresion de los genes que codifican las proteinas RNasa

HI1 y HII, influyendo en su cantidad o actividad celular en el microorganismo (Pileur et al., 2000).
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En la Tabla 6 se representa una serie de procesos biologicos, identificados por términos de

la Ontologia Génica (GO), y las proteinas asociadas a cada proceso en la red de interaccion de

proteinas de Pseudomonas aeruginosa. La Ontologia Génica es un sistema de clasificacion que se

utiliza para describir las funciones de los genes y las proteinas en cualquier organismo. En esta

tabla se listaron las proteinas que estan asociadas con cada término de la Ontologia Génica en la

red de interaccion de proteinas. Los datos fueron generados utilizando la base de datos STRING,

que proporciona informacion sobre interacciones de proteinas conocidas y predichas.

Tabla 6. Enriquecimientos funcionales en la red de interacciones de proteinas identificadas

Término de

Ontologia Proceso Biolégico (Ontologia Génica) Recuento en la red (Proteinas )
Génica
IR:0006412 Traduccion efp, frr, rpIL, rpmD
IR:0006807 | Proceso metabdlico de compuestos nitrogenados PA1769, tteA, panC, efp, fir, rpIL,
rpmD, rnhA, rnhB
IR:0043170 Proceso metabolico de macromoléculas PA1769, tteA, efp, fir, rplL, rpmD,
rmhA, mhB
IR:0010467 Expresion génica ttcA, efp, frr, rpIL, rpmD
IR:0043137 Replicacion del ADN, eliminacion del cebador de mhA, mhB
ARN
) Proceso metabdlico de compuestos nitrogenados ttcA, panC, efp, fir, rpIL, rpmD,
IR:0034641
celulares rhA, mhB
) - PA1769, ttcA, panC, efp, fir, rpIL,
IR:0044237 Proceso metabdlico celular rpmD, nuoD, rmhA, mhB
IR:0044260 | Proceso metabolico de la macromolécula celular efp, frr, rpIL, rpmD, rnhA, mhB
IR:0043604 Proceso biosintético de amida panC, efp, frr, rpIL, rpmD
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5. CONCLUSIONES

El aceite esencial de Lippia origanoides LOT-1l en una concentracion subinhibitoria
(inhibicién menor del 30 % de la poblacion microbiana), demostré tener un impacto relevante en
la expresion proteica de P. aeruginosa. Al comparar los patrones de expresion de las proteinas de
P. aeruginosa, en presencia y ausencia de aceite esencial, se observé que después del tratamiento,
una parte del proteoma del microorganismo experiment6 cambios significativos en su expresion,
especificamente en ciertas proteinas que fueron analizadas posteriormente mediante

espectrometria de masas MALDI-TOF e identificadas con la base de datos MASCOT.

El tratamiento de P. aeruginosa en estado planctonico a una concentracion de
0,375 mg/mL del AE de LOT-II, present6 un reducido porcentaje de proteinas que aumentaron su
expresion de manera diferencial. Entre las proteinas sobreexpresadas se encontraron la
ARNt-citidina(32) 2-sulfurtransferasa, la Hidroxilasa tipo PKHD PiuC, la Pantotenato Sintetasa y
la Proteina de biosintesis del alginato. Sin embargo, la mayor parte del proteoma mostré una
reduccién en su expresion de manera diferencial. Las proteinas identificadas con inhibicion
incluyen el Factor de Reciclaje de Ribosomas, la NADH-quinona oxidorreductasa subunidad C, la
subunidad pequefia de la metiltransferasa G del ARN ribosémico, las Proteinas bL12 y uL30 de la

subunidad ribosémica grande, el Factor de elongacion Py las Ribonucleasas HIl Y HI.
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El efecto antimicrobiano de este aceite esencial puede estar relacionado con la inhibicion
de las proteinas involucradas en los procesos energéticos y de traduccion. Esto incluye la sintesis
de ATP, la produccion de proteinas, la unién del ARN mensajero y la determinacion de la cantidad
y secuencia de aminoacidos en las cadenas peptidicas de las proteinas, las cuales son
fundamentales para la funcion, estabilidad, estructura y supervivencia al microorganismo, a su vez,
las proteinas que presentaron sobreexpresion se asocian con los procesos de mitigacion del dafio
causado por el estrés oxidativo al que se encontrd sometida la bacteria. Sin embargo, este estrés
puede resultar en un aumento del gasto energético del microorganismo en defensa propia, lo que

a su vez puede incrementar su susceptibilidad al tratamiento.

Los hallazgos presentados en este estudio destacan la complejidad de las respuestas
microbianas al estrés y la importancia de considerar tanto los mecanismos de defensa como las
vulnerabilidades al evaluar el impacto de un tratamiento. Por lo tanto, aunque la inhibicién de
ciertas proteinas y la sobreexpresion de otras pueden parecer respuestas opuestas al tratamiento,
ambas pueden contribuir a la eficiencia del tratamiento con el aceite esencial en la inhibicion del

crecimiento y la supervivencia de P. aeruginosa en estado planctoénico.
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RECOMENDACIONES

Para lograr una comprensién mas profunda y completa de la respuesta del proteoma de
Pseudomonas aeruginosa al tratamiento con el aceite esencial de Lippia origanoides, es
recomendable llevar a cabo un analisis de las proteinas presentes en los geles de electroforesis que
no fueron estudiadas en esta investigacion. Al hacerlo, se puede obtener informacion valiosa sobre
los mecanismos moleculares subyacentes que la bacteria utiliza para adaptarse y responder al

tratamiento con el aceite esencial.

Para optimizar la eficiencia del tratamiento, se sugiere ajustar las concentraciones del aceite
esencial de Lippia origanoides con el objetivo de identificar la concentracion especifica que inhibe
la expresion de Pseudomonas aeruginosa en un 50 %, y de esta manera identificar una gama mas

amplia de proteinas diferenciales.

Se recomienda realizar una evaluacion de la actividad enzimética de las proteinas
identificadas, con el fin de confirmar su sobreexpresion o inhibicidn. Al realizar esta evaluacion,
se puede obtener una comprension mas profunda de como estas variaciones en la expresion de

proteinas pueden afectar las funciones bioldgicas y los procesos celulares.

Este proyecto proporciond una base para futuras investigaciones y el desarrollo de
tratamientos contra infecciones por P. aeruginosa. Se recomienda la exploracion de compuestos
naturales contra bacterias resistentes a los antibidticos, y la creacion de nuevos protocolos de

tratamiento.
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APENDICES
APENDICE A. Informacion detallada de la cuantificacion de proteinas

Tabla Al. Datos de absorbancia y concentracion de los patrones de BSA

[[r)r']g’/‘r:]'fl’_r} Ml-b | M2-b | M3-b P(rl‘\’/l”leg)'o
01 | 00509 | 0,0172 | 00582 | 0,0421
02 | 00192 [ 01219 [ 01148 | 0,0853
03 | 01700 | 0,1657 | 0,602 | 0,1653
04 | 01991 | 02074 | 02314 | 10,2127
05 | 0,289 | 0,2904 | 03218 | 0,3006
06 | 03280 | 0,3176 | 03346 | 0,3268
07 | 04100 | 0,3680 | 0,3964 | 0,3915
08 | 04495 | 04124 | 04573 | 0,398
09 | 04257 [ 05331 | 04852 | 04814

1,0 0,5414 | 0,5309 | 0,5274 0,5333

Blanco | 0,4265 | 0,4300 | 0,4364
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Figura Al. Curva de calibracién de BSA y ecuacion de la recta
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APENDICE B. Informacién detallada de la electroforesis bidimensional 2D-PAGE

Figuras B3y B4. Geles (réplica 2) de 2D-PAGE de control y tratamiento respectivamente

Figuras B5 y B6. Geles (réplica 3) de 2D-PAGE de control y tratamiento respectivamente



APENDICE C. Ensayos estadisticos

Tabla C1. Pruebas de T-Student y Mann Whitney para spots de Control y Tratamiento

Columna A Control
Columna B Tratamiento
T-Test
Valor P 0.0004
¢Significativamente diferente (P < 0.05)? Si
¢Valor P de una o dos colas? Dos colas
t, df t=3,593, df=312
Mann Whitney Test
Valor P <0,0001
¢Significativamente diferente (P < 0.05)? Si
¢Valor P de una o dos colas? Dos colas
Suma de rangos en columna A,B 31112, 18343
U de Mann-Whitney 6253
¢ Qué tanta es la diferencia?
Media de la columna A 579299
Media de la columna B 383207
Diferencia entre medias (A - B) £+ SEM 196092 + 54571
Intervalo de confianza del 95% 88718 a 303466
R cuadrado 0.03974
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APENDICE D. Espectros de masas de calibracion

Intens. a.u]

1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500

Figura D1. Espectro de masas de gel de poliacrilamida sin proteina (blanco)
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Figura D2. Espectro de masas de mix de péptidos: Peptide MALDI-MS Calibration Kit 500-3500 Da
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Figura D3. Espectro de masas de la matriz a-ciano-4-hidroxicindmico (CHCA)



APENDICE E. Espectros de masas de los spots diferenciales
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Figura E2. Espectros de masas del spot SSP 0222 Control y Tratamiento
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Figura E4. Espectros de masas del spot SSP 0621 Control y Tratamiento
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APENDICE F. Informacion detallada de la identificacion de proteinas en MASCOT

NyaRE MASCOT Search Results
Protein View: TTCA_AZOSB

tRNA-cytidine(32) 2-sulfurtransferase OS=Azoarcus sp. (strain BH72) OX=418699 GN=ttcA PE=3

Sv=1

Database: SwissProt

Score: 71

Expect: 0.014
Monoisotopic mass (M,): 34200

Calculated pI: 6.02

Taxonomy: Azoarcus olearjus

Sequence similarity is available as an NCRT BI AST search of TTCA AZOSE against nr.

Search parameters

Enzyme: Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P.

Fixed modifications: Carboxymethyl (C).
Mass values searched: 60

Mass values matched: 14

Protein sequence coverage: 69%

Matched peptides shown in bold red.

1 MPAVAPSARE SRHSNTFLRL FEEKLERGVGE ATADYNMIGD GDTVMVCVSG
51 GKDSYTLLSC LLALRERAFV DFRIVAMNLD QEQPGFPDDV LPAYFESIGV
101 EYRIVTEDTY SIVEDKIPEG KTTCSLCSRL. RRGIIYRTAK EIGATRIALG
151 HHEDDMLETL FLNMFFGGEKI EKRMPPKLVSD DGQHVVIRPL AYCTENDIER
201 FARGMDFPII PCNLCGSQEN AQREQIKTML. QGWARDYPGR IESLATSLRN
251 VVPSHLSDSA LFDFVGLTRD TRVGEGDTVF DFPELPARAZ PITLRRADDD
301 GDRSAT

Figura F1. Busqueda en MASCOT del espectro 0621



nis MASCOT Search Results
Protein View: Y2273_PSEA6

PKHD-type hydroxylase Patl_2273 0S=Pseudoalteromonas atlantica (strain Tec / ATCC BAA-
1087) 0X=3042615 GN—Patl_2273 PE-3 SV-—1

Database: SwissProt

Score: 63

Expect: 0.09

Monoisotopic mass (M.): 25374

Calculated pI: 7.85

Taxonomy: Paraglaciecola sp. T6c

Sequence similarity is available as an NCBI BLAST search of Y2273 PSEAG against nr.
Search parameters

Enzyme: Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P.
Fixed modifications: Carbamidomethyl (C),

Mass values searched: 38

Mass values matched: 9

Protein sequence coverage: 66%
Matched peptides shown in bold red.

1 MLTVIEDLLS EKEVIQFTQA LDKGOWLDGK HTAGSQASKV KYNQQLDDGS
51 ALATELRNTV TRELSGHNALF MSSALPNKIY PPEFNRY(QGG EHYGLHVDAS
101 VMPIPNSHQM LRTDLSATILE KTYDGG ELSIETQFGL QQIFKLNAGSV
151 ILYPANSLHQ VNPVIKGERT ASFFWIESLV RSNDQRSMLF DLDQSIQALT
201 VELGSNDAEV KRLIG NL MRSWATC

Figura F2. Busqueda en MASCOT del espectro 1623

Mm% MASCOT Search Results
Protein View: PANC_XANOM

Pantothenate synthetase OS=Xanthomonas oryzae pv. oryzae (strain MAFF 311018)
0X=342109 GN=panC PE=3 SV=1

Database: SwissProt

Score: 43

Expect: 9.9

Moneoisotopic mass (M;): 30588

Calculated pI: 5.13

Taxonomy: Xanthomonas oryzae pv. oryzae MAFF 311018

Sequence similarity is available as an NCBI BLAST search of PANC XANOM against nr.

Search parameters

Enzyme: Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P.
Fixed modifications: Carbamidomethyl (C),

Mass values searched: 43

Mass values matched: 7

Protein sequence coverage: 42%
Matched peptides shown in bold red.

1 MIQTLTDLSAZ LRALVNGWKR EGLRVALVPT
51 RVVSSVEVNP TQFGPNEDFA CYPRTPEADL
101 PLGTALATPI HAPGVSDVLE
151 REDYQQLAVI RQMVADLAFP
201 TSANIHKVLL QMRDSYAVGT
251 SEPGDGHTGA HVALIAARLG STRLIDNLEF

LVMLARQYAD
LWLPD®

NQYLSAEERP
DYRVVRLFDL

Figura F3. Busqueda en MASCOT del espectro 2530



MAIRX. MASCOT Search Results
Protein View: RL7_FRATF

Large ribosomal subunit protein bL12 0OS=Francisella tularensis subsp. holarctica (strain
FTNF002-00 / FTA) 0X=458234 GN=rplL PE=3 SV=1

Database: SwissProt

Score: 48

Expect: 2.9

Monoisotopic mass (M;): 12897

Calculated pI: 4.62

Taxonomy: Francisella tularensis subsp. holarctica FTNF002-00

Sequence similarity is available as an NCBI BLAST search of RL7 FRATF against nr.

Search parameters

Enzyme: Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P.
Fixed modifications: Carbamidomethyl (C)

Variable modifications: Oxidation (M)
Mass values searched: 75
Mass values matched: 9

Protein sequence coverage: 89%
Matched peptides shown in beld red.

1 MATTKEDILN AVAEMSVMDV CDLVEMMEDE FGVSARAAVA VAAGPVAGEV
51 EAAFEKTEFD VVLVDAGSNK IAATKAVRGA TGLGLEKEAKD AVEGTPFTVE
101 EAASKEEAEA LEKEQLEEAGA EVELK

Figura F4. Busqueda en MASCOT del espectro 1127

N MASCOT Search Results
Protein View: RNH2_CLOBS

Ribonuclease HII OS=Clostridium beijerinckii (strain ATCC 51743 / NCIMB 8052)
0X=290402 GN=rnhB PE=3 SV=1

Database: SwissProt

Score: 57

Expect: 1

Monoisotopic mass (M,): 31030

Calculated pI: 8.22

Taxonomy: Clostridium beijerinckii NCIMB 8052

Sequence similarity is available as an NCBI BLAST search of RNH2 CLOBS ggainst nr.

Search parameters

Enzyme: Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P.

Fixed modifications: Carbamidomethyl (C).
Mass values searched: 48

Mass values matched: 16

Protein sequence coverage: 68%
Matched peptides shown in bold red.

1 MIQFNEDIRS LSFAEIKEEI HELSIVDLYR NDEHTKLINW LEEDERFNVL
51 SLEEKIEKDL ESYLNEVERV KTMYEFDKSF GSYRYIRGVD EVGRGELAGPE
101 IVACSVILDL NVLEEDLILY INDSKEVFEH FREELSEIIK ERALSYQIAV
151 SSNEEIDEKG IAFANNEVFL ESCNSLSIEKP DLVLSDGYLI ENIGIENESV
201 IRGDTESASI ARASIVARVY RDRIMEEYAK FKYPHYDFENN VGYGTSKHIE
251 GLEEYGESDI HRNSFLTELL

Figura F5. Busqueda en MASCOT del espectro 2531

83



84

WK, MASCOT Search Results
Protein View: RRF_PSEMY

Ribosome-recycling factor 0S=Pseudomonas mendocina (strain ymp) 0X=399739
GN=frr PE=3 SV=1

Database: SwissProt

Score: 57

Expect: 0.39

Monoisotopic mass (M;): 20188

Calculated pI: 6.77

Taxonomy: Pseudomonas mendocina ymp

Sequence similarity is available as an NCBI BLAST search of RRF_PSEMY against nr.

Search parameters

Enzyme: Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P.
Fixed modifications: Carboxymethyl {(C)

Mass values searched: 100
Mass values matched: 13

Protein sequence coverage: 58%
Matched peptides shown in bold red.

1 MINDIKFDAQ ERMGESLEAL DENLASIRTG RAHPSILDSV EKVEAWGSDMP
51 LNQVAATTVE DARTLEIVAH DENLSRATEK ATMTSDLGLN PSSAGTTIRV
101 FMPALTEETR EGYTEQARGV AEDAKVAVRN VRRDALAELEK KLREKLKEISE
151 DEERRARDEL QKITDEFIAD VDEALEVEEA DIMAV

Figura F6. Busqueda en MASCOT del espectro 0222

NniEx MASCOT Search Results
Protein View: NUOC_BARHE

NADH-quinone oxidoreductase subunit C OS=Bartonella henselae (strain ATCC 49882 /
DSM 28221 / CCUG 30454 / Houston 1) 0X=283166 GN=nuoC PE=3 SV=1

Database: SwissProt

Score: 54

Expect: 0.75

Monoisotopic mass (M,.): 23841

Calculated pI: 5.13

Taxonomy: Bartonella henselae str, Houston-1

Sequence similarity is available as an NCBI BIAST search of NUOC BARHFE against nr.

Search parameters

Enzyme: Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P.

Fixed modifications:  Carboxymethyl (C)
Mass values searched: 40

Mass values matched: 9

Protein sequence coverage: 77%
Matched peptides shown in bold red.

1 MSESLEELAA YLESEKLGDKL EETVLAFGEL TIVSRLDAIT DVLIFVRDDS
51 RCQFINITDI SGVDYPCRDE RFDVSYQLLS PRHNLRLEVE VRTDENIPVA
101 SACSIYPGAE WYERETYDMY GILFSGHPDL RRILTDYGFE GHPLRKDFEV
151 TGFVECRYDN EAKRVIYEFV VLRQEMRNFD FLSEWEGAQY ILPCDEETED
201 ER

Figura F7. Busqueda en MASCOT del espectro 0620



nurRx MASCOT Search Results
Protein View: RL30_EDWI9

Large ribosomal subunit protein uL30 OS=Edwardsiella ictaluri (strain 93-146)
0X=634503 GN=rpmD PE=3 5V=1

Database: SwissProt

Score: 50

Expect: 6.4

Monoisotopic mass (M,): 6540

Calculated pI: 10.59

Taxonomy: Edwardsiella ictaluri 93-146

Sequence similarity is available as an NCBT BI AST search of RI 30 FDWT9 against nr.

Search parameters

Enzyme: Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P.
Fixed modifications: Carbamidomethyl (C)

Mass values searched: 30

Mass values matched: ©

Protein sequence coverage: 69%

Matched peptides shown in bold red.

1 MARTIRITQT RSAIGRLPFH FATLLGLGLR RIGHTVERED TPAVRGMINA
51 VSYMVEVEE

Figura F8. Busqueda en MASCOT del espectro 1818

warx MASCOT Search Results
Protein View: EFP_STUS1

Elongation factor P 0S=Stutzerimonas stutzeri (strain A1501) O0X=379731 GN=efp
PE=3 SV=1

Database: SwissProt

Score: 50

Expect: 2.1

Monoisotopic mass (M;): 21222

Calculated pI: 4.86

Taxonomys: Stutzerimonas stutzeri A1501

Sequence similarity is available as an NCBI BLAST search of EFP STUS1 against nr.
Search parameters

Enzyme: Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P.
Fixed modifications: Carbamidomethyl (C),

Mass values searched: 30

Mass values matched: 8

Protein sequence coverage: 61%
Matched peptides shown in bold red.

1 METAQEFRAG QVAITNGAPW VIQKAEFNKS GRNSAVVEMK LENLLNGSAT

51 ETVYRADDKL EPVILERKEV TYSYFADPLY VEMDNEFNQY EIEKDDLEGV

101 MTFIEDGMTD VCEAVFYNDR VISVELPTTI VREIAYTEPS VRGDTSGEVM
151 KTARLENGAE LQVSAFCEIG DSIEIDTRTG EYESRVEZ

Figura F9. Busqueda en MASCOT del espectro 2317



