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Introduccidén

El descubrimiento y desarrollo de los antibi6ticos constituyé un punto de inflexion en
la historia de la humanidad, mejorando la calidad de vida de formas antes inimaginables
(Davies y Davies 2010). Ademéas de su uso en enfermedades infecciosas, los antibioticos
permitieron el desarrollo de procedimientos quirlrgicos avanzados como trasplantes de
organos o implantes prostéticos, logrando disminuir del 40 al 2% las infecciones
relacionadas con el tratamiento (Wallace et al. 2000). Sin embargo, el abuso de estos
medicamentos no solo en el ambito médico (Wang et al. 2017) sino también en la cria
industrial de animales (Phillips et al. 2004; Hoelzer et al. 2017), ha conducido al
surgimiento de bacterias patdgenas resistentes a multiples farmacos que son uno de los
problemas de salud publica més graves de este siglo, a pesar de los continuos esfuerzos

en la lucha contra su propagacion (Smith et al. 2014; Leonard et al. 2015).

A partir de los datos proporcionados por 114 paises, la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) lista a Escherichia coli y Staphylococcus aureus Resistente a la Meticilina
(SARM) entre las bacterias con las tasas mas altas de resistencia que representan la
mayor amenaza para la salud publica mundial (Kang et al. 2014). Estos patdégenos son
responsables de la mayoria de infecciones nosocomiales y asociadas a la comunidad
(CDC 2013; Bauer y Sampathkumar 2017), ocupando el primer y segundo lugar entre los
patdgenos farmacorresistentes mas comunes con el 15 y 12% del total de casos
respectivamente (Weiner et al. 2016).

E. coli O157:H7 es reconocida como la mayor causante de la Enfermedad Diarreica
Aguda (EDA) la cual tiene altas tasas de mortalidad y afecta principalmente a nifios
menores de 5 afios, siendo esta la segunda causa Unica de muerte después de las
infecciones respiratorias (Black et al. 2010; Liu et al. 2015). Por otra parte, SARM es
responsable del 50% de las infecciones del tracto urinario asociadas al catéter, el 52%
de las bacteriemias asociadas a la via central, el 42% de las neumonias asociadas a

respirador y el 43% de las infecciones quirurgicas (Weiner et al. 2016).
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Por lo tanto, resulta de gran relevancia la busqueda y desarrollo de compuestos
antibidticos alternativos que actien sobre nuevas dianas microbiolégicas (Gordon et al.
2005). En este sentido, ha surgido un gran interés en los Péptidos Antimicrobianos
(PAMs) los cuales representan una opcion terapéutica prometedora frente a la
proliferacion de patdgenos resistentes a los antibioticos (Hof et al. 2001; Marr et al. 2006;
Huang et al. 2010). Los PAMs hacen parte esencial del mecanismo de defensa primitivo
presente en animales, insectos y plantas. Entre las principales ventajas que ofrecen los
PAMs son: (i) actividad amplia e inespecifica actuando sobre una gran variedad de
microorganismos como bacterias Gram negativas y Gram positivas, hongos y virus
(Andreu y Rivas 1998; Jenssen et al. 2006; Moghaddam et al. 2015). (ii) Su accién rapida
y directa permite eliminar los microorganismos segundos después del contacto inicial con
la membrana bacteriana (Loeffler et al. 2001; Jenssen et al. 2006; Aoki et al. 2012; Kang
et al. 2014). (iii) La estructura de bicapa lipidica de las membranas bacterianas limitan el
desarrollo de una resistencia completa contra los PAMs como si sucede con los

antibidticos convencionales (Bahar y Ren 2013).

Sin embargo, a pesar de todas estas ventajas la utilizacion de los PAMs en clinica se
ha limitado debido a: la baja estabilidad en sangre (Jenssen y Aspmo 2008), alta actividad
hemolitica (Helmerhorst et al. 1999), desactivacion por altas concentraciones de sal
(Bals et al. 1998), su amplio espectro de accion puede resultar contraproducente al
eliminar sin distincién tanto bacterias patdgenas como benéficas (Aoki et al. 2012), y
finalmente a pesar de la dificultad de las bacterias para desarrollar resistencia a los
PAMs, se encuentran multiples ejemplos de PAMs a los que patdégenos como E. coli y
SARM han desarrollado resistencia (Génzle et al. 1999; Ouhara et al. 2008; Sun et al.
2009; Sakoulas et al. 2014); entre ellos los péptidos LL-37, la lactoferrina y la nisina, que

han sido los PAMs naturales mas estudiados (Mahlapuu et al. 2016).

Por lo tanto, se han explorado alternativas como la nanoencapsulacion en polimeros
biodegradables como el acido polilactico (PLA) y acido polilactico coglicdlico (PLGA), de
los cuales se ha demostrado la capacidad de proteccion del principio activo, aumento de

la estabilidad en sangre, disminucion de la citotoxicidad e incluso aumento de la actividad
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antimicrobiana (Brandelli 2012; Ron-Doitch et al. 2016; Cruz et al. 2017). Ademas de la
nanoencapsulacion, también se ha planteado un nuevo enfoque el cual contrasta con el
de aislar y/o modificar PAMs naturales. Este enfoque plantea el disefio de nuevas
secuencias, utilizando como base las caracteristicas comunes de PAMs conocidos, su
mecanismo de accién y posibles mecanismos de resistencia. De este modo, la
modificacion de las secuencias aminoacidicas, ha permitido ampliar su accién sobre

nuevos blancos moleculares (Aoki et al. 2012; Cruz et al. 2013; Steckbeck et al. 2014).

Por lo tanto, conocer el mecanismo de resistencia bacteriano y el mecanismo de
accion de los PAMs es crucial para el disefio de nuevas series de péptidos (Pérez-
Llarena y Bou 2016). En este aspecto, la proteGmica permite detectar cambios globales
en los perfiles proteicos asociados al mecanismo de accion de los PAMs mediante el uso
de técnicas de alta resolucién como la electroforesis bidimensional y la espectrometria
de masas (Jungblut et al. 2008). De esta manera, permite comprender mejor la biologia
de patdgenos que no podrian ser investigados mediante estudios reduccionistas o
incluso gendémicos (por ejemplo, modificaciones proteicas postraduccionales,
localizacion de proteinas subcelulares y tasas de renovacién de proteinas) (Chao y
Hansmeier 2012).

El PAM P19 fue disefiado por investigadores del GIBIM mediante herramientas
bioinformaticas y de biologia estructural (Rondon-Villarreal et al. 2014). Este péptido
surge a partir de la modificacidén de la secuencia aminoacidica del péptido GIBIM-P5S9K
(Cruz et al. 2017), el cual ha sido caracterizado como uno de los mejores en relacion con
sus propiedades fisicoquimicas y biologicas. Su actividad antimicrobiana fue probada
frente in vitro frente a E. coliy SARM y la secuencia esta en curso de patente.

Debido a lo anterior, en este proyecto se estudié el perfil protedmico de E. coli
0157:H7 y SARM sensible y resistente al péptido sintético P19, el cual fue escogido
como peéptido modelo debido a su gran actividad antibacteriana frente a S. aureus, E. coli

y Pseudomona aureginosa. Este PAM fue disefiado por investigadores del GIBIM
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mediante herramientas bioinforméticas y de biologia estructural a partir de la secuencia
aminoacidica del péptido GIBIM-P5S9K (Cruz et al. 2017), con sustituciones en
aminoacidos clave con el objetivo de mejorar su estabilidad y actividad. También se
analizo el efecto de la nanoencapsulacién en PLGA sobre el perfil protedmico bacteriano,
el cual ha sido muy poco estudiado en este campo. Los resultados obtenidos brindan
informacion valiosa que puede ser util para mejorar el disefio de nuevas series de
péptidos sintéticos antimicrobianos que sean mas estables y activos; y a su vez, sugerir
posibles nuevos blancos bacterianos con potencial terapéutico contra estas cepas
patégenas.

1. Marco conceptual y antecedentes
1.1. Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM)

S. aureus es una bacteria Gram positiva que ha colonizado de manera estable las
fosas nasales, piel y pirineo de aproximadamente un tercio de la poblacion humana,
mientras que el otro tercio es colonizado de forma intermitente (Vanbelkum et al. 2009).
Fue inicialmente aislado por Alexander Ogstondel quien se refirié a esta bacteria como
Micrococcus (Ogston 1881). Sin embargo, su apariencia esférica y agrupaciones en
forma de racimo de uvas (Staphyle en Griego) fueron determinantes para su nombre final
“Staphy-lococcus”, distinguiéndolo de esta manera de otras bacterias que infectan
heridas quirtrgicas como el Streptococcus (Ogston 1882). Posteriormente, Rosenbach
diferencié los aislados humanos por la coloracion de sus colonias, Yy propuso la
nomenclatura actual, Staphylococcus aureus para las colonias amarillas vy

Staphylococcus albus para las blancas (Rosenbach 1884).

Las enfermedades causadas por S. aureus van desde infecciones menores de la piel
y tejidos blandos hasta enfermedades invasivas que amenazan la vida, tales como
endocarditis, osteomielitis, neumonia y septicemia (Leng et al. 2011). Esto se debe a
una amplia gama de factores de virulencia como hemolisinas, leucocidinas, proteasas,

enterotoxinas, toxinas exfoliativas y factores inmunomoduladores que le permiten
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adherirse a la superficie, invadir, o evitar el sistema inmune y causar efectos toxicos

nocivos para el huésped (Bien et al. 2011).

Las infecciones causadas por S. aureus se pueden dividir en tres tipos: lesiones
superficiales; toxinosis como intoxicacion por alimentos, sindrome de la piel escaldada y
sindrome de shock téxico; y finalmente condiciones sistémicas potencialmente mortales
como endocarditis, osteomielitis, neumonia, abscesos cerebrales, meningitis y

bacteriemia (Aires De Sousa y De Lencastre 2004).

La infeccién con cepas patdgenas de S. aureus es dificil de prevenir o tratar de manera
efectiva, debido a la aparicibn y propagacion de cepas resistentes a diferentes
medicamentos (Kurlenda y Grinholc 2012). De esta manera, S. aureus y especificamente
SARM se ha convertido en una de las mayores causas de infecciones nosocomiales a
nivel mundial (Khan et al. 2017; Busl 2017), representando altos costos hospitalarios,

largos periodos de hospitalizacion, y elevada morbilidad y mortalidad (Shalini et al. 2015).

SARM fue descubierto en Gran Bretafia a comienzos de los 60s, justo después de
que los B-lactamicos fueran introducidos para uso clinico contra Staphylococcus (Cetin'y
Ang 1962). Sin embargo, los problemas asociados con las infecciones por SARM no son
s6lo la resistencia a los B-lactamicos, sino también en algunos casos su falta de
susceptibilidad frente a otros farmacos antibacterianos como gentamicina, clindamicina,
eritromicina, trimetoprim-sulfametoxazol, fluoroquinolonas (Kurlenda y Grinholc 2012).
Recientemente con la aparicion de cepas resistentes a la vancomicina (farmaco actual
de eleccion para el tratamiento de SARM), se limitan aln mas los tratamientos efectivos

para combatir este patégeno (Al-Mebairik et al. 2016).

SARM ha incrementado su incidencia en todo el mundo durante los dltimos veinte
aflos (Mahmood et al. 2010), convirtiétndose en el microorganismo resistente a los
antibidticos mas frecuentemente identificado y la principal causa de infecciones
nosocomiales y comunitarias a nivel mundial (Diekema et al. 1999; Grundmann et al.

2006; Jenkins 2017; Choo 2017). Esto se debe a la facilidad con la que puede desarrollar



23
ESTUDIO PROTEOMICO DE SARM Y E. coli 0157:H7 FRENTE A LA ACCION DEL PEPTIDO SINTETICO
ANTIMICROBIANO P19 EN FORMA LIBRE Y NANOENCAPSULADO

mecanismos eficientes para neutralizar nuevos antibiéticos y circular en el entorno (Lowy
2003; Spellberg et al. 2008).

En Colombia SARM también presenta alta incidencia. Al menos una cuarta parte del
total de las infecciones registradas en el pais corresponde a esta cepa patdgena,
llegando a ser mortal en poblaciones vulnerables y pacientes de unidades de cuidados
intensivos (DelLeo et al. 2010). Asimismo, cabe resaltar que en el afio 2010 se observé
una mayor proporcion de aislamientos de SARM multiresistentes frente a farmacos como
la ciprofloxacina, tetraciclina, trimetropim sulfametoxazol y gentamicina en
Bucaramanga, en comparaciéon con los resultados obtenidos en estudios realizados en
otras ciudades de latinoamericanas (Paganini et al. 2009; Rozenbaum et al. 2009; Sosa
Avila et al. 2010).

1.2. Escherichia coli O157:H7

Theodor Escherich informé por primera vez el aislamiento y la caracterizacion de
bacilos cortos y delgados en las heces de bebé, a los que denominé “Bacterium coli
commune” en su publicacion de 1885 (Escherich 1885). Mas de 125 afios después, en
1954, el nombre de Escherichia coli fue completamente reconocido (Cowan 1954). E. coli
es una bacteria Gram negativa presente en la capa mucosa del colon de mamiferos,
donde es un competidor altamente exitoso, convirtiéendose en la bacteria anaerobia
facultativa mas abundante de la microflora intestinal humana (Kaper et al. 2004).
Normalmente coloniza el tracto gastrointestinal de los bebés a las pocas horas de
nacidos, coexistiendo y representando un beneficio mutuo por décadas (Salayers y Whitt
2002).

La mayoria de las cepas de E. coli aisladas en el tracto gastrointestinal humano no
son patogenas. No obstante, en casos especiales donde el hospedero esta
inmunocomprometido o cuando las barreras gastrointestinales se rompen, como en la
peritonitis por ejemplo, incluso estas cepas “no patégenas” pueden causar infecciones

serias (Salayers y Whitt 2002). E. coli se puede convertir en un patdgeno altamente
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diverso y adaptable a través de la ganancia y pérdida de genes (atributos de virulencia),
causando una amplia gama de enfermedades humanas, clasificables en tres sindromes
clinicos generales: Infecciones del tracto urinario, sepsis / meningitis, y enfermedades

entéricas / diarreicas (Croxen y Finlay 2010).

Los atributos de virulencia son frecuentemente codificados en elementos genéticos
transferibles a diferentes cepas, creando nuevas combinaciones de factores de
virulencia, que a su vez pueden ser transferidos o insertados en el ADN bacteriano. Solo
las combinaciones mas exitosas de factores de virulencia son las que han persistido
hasta convertirse en “patotipos” de E. coli capaces de causar enfermedades en

individuos sanos (Croxen et al. 2013).

Uno de los patotipos mas importantes es el E. coli productor de Toxinas Shiga (ECTS)
denominado asi por la relacion cercana de sus toxinas con las producidas por Shigella
dysenteriae tipo 1 (Karmali et al. 2010). Esta toxina actia inhibiendo la sintesis de
proteinas en células eucariotas. Los genes que codifican la Toxina Shiga (ST) hacen
parte de un bacteriéfago lisogénico insertado en el cromosoma de las ECTS (Creuzburg
y Schmidt 2007). Dos tipos de toxinas Shiga (STx1 y STx2) han sido descritas en ECTS
en base a diferencias en su secuencia de ADN, aunque el mecanismo de accion es el
mismo para las dos toxinas, las cepas de ECTS que expresan STX2 son mas virulentas
gue las que solo expresan STX1 (Neupane et al. 2011). El efecto microtrombético de la
toxina Shiga se manifiesta clinicamente como el sindrome hemolitico urémico que
consiste en hemolisis, azotemia, trombocitopenia, encefalopatia y gastroenteritis
disentérica (Tarr 2005; Zoja et al. 2010).

La ECTS del serotipo O157:H7 posee generalmente una fraccion de ADN llamada
locus de eliminacion de microvellosidades intestinales (Kaper 1998), lo que la faculta
para causar lesiones del tipo adherencia/destruccién (A/E por sus siglas en inglés) que
consisten en la induccion de la adherencia intima bacteriana, polimerizacion de actina y
formacion de pedestales en la superficie apical de las células intestinales que culmina

con la destruccion de microvellosidades (Jerse et al. 1990), esto junto con la expresion
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de la toxina Shiga, puede contribuir al aumento de la virulencia de estas cepas (Figura
1) (Gébmez-Duarte 2014).

E. coli O157:H7 es la cepa de ECTS mas

importante desde su reconocimiento como C%D

patégeno en 1982. Se ha identificado como

responsable de mdultiples brotes infecciosos a Stx nivel
mundial con casos esporadicos de CH y SUH

(Croxen et al. 2013; Ethelberg et al. 2004), siendo el
mas notorio el ocurrido en Escocia en 1996 con 503
casos reportados que concluyeron con la muerte \ Absorcion SiStémica/ de
17 personas (Pennington 2000). Aunque los ' EHEC

estudios sobre la ECTS son limitados en rigym 1. proceso de A/E deE-coli 0157:H7

. . . . . que consiste en la induccion de la adherencia
COIOmbla’ dos 'nveStlgaC|oneS dedicadas a la intima bacteriana, polimerizacion de actina,

deteccion de cepas de E. coli intestinales [‘jg”;f}?j;goddee p,iﬁg;}ﬂf;,_egog:S“p‘”ﬁ“e'
patdgenas permitieron reconocer la presencia de

estos patdégenos en nifios con diarrea. El primero fue un estudio de prevalencia en
Sincelejo y Cartagena donde se reportd que 7% de los nifios menores de 5 afios con
diarrea dieron positivo para cepas E. coli patdgenas intestinales (Gomez-Duarte et al.
2010). Un estudio similar en nifios en Bogota y otras poblaciones en el interior del pais
reconocio la presencia de cepas patdégenas de E. coli (Mattar et al. 1997). Ademas, se
han reportado varios casos de contaminacion por E. coli 0157:H7 en productos para el

consumo humano en Colombia (Piedrahita et al. 2001; Anaya et al. 2013).

1.3. Mecanismos de resistencia bacteriana a los antibioticos

Los antibidticos son sustancias quimicas que inhiben o detienen el crecimiento de las
bacterias; en su mayoria son producidos de forma natural por hongos y otros
microorganismos. Por otra parte, un farmaco antibiotico se refiere a la medicina
sintetizada que se utiliza para tratar infecciones bacterianas (Smith et al. 2014). Durante

el siglo pasado, los avances cientificos sobre microorganismos patégenos y antibidticos
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como agentes terapéuticos eficaces, han contribuido en la disminucion de grandes
problemas de salud publica (Davies y Davies 2010). El primer antibiético ampliamente
distribuido en los Estados Unidos fue la penicilina a mediados de la década de los 40s
(Miller 1947). Seguido por 20 clases nuevas de antibidticos que fueron descubiertos y
aprobados para la venta al publico general durante los 30 afios siguientes (Coates et al.
2011), los antibioticos se habian convertido en la " panacea " de la medicina, llegando a
ser utilizados para tratar las infecciones mas triviales, muchas de ellas de naturaleza no
bacteriana (Alanis 2005).

Basado en el trabajo que habia desarrollado en el laboratorio, Alexander Fleming
advirtié que el uso inadecuado de la penicilina podria conducir a la seleccién de cepas
resistentes a las que denomind " formas mutantes " de S. aureus, capaces de causar
infecciones mas graves en el huésped y las personas que estuvieran en contacto con él
(Ainsa 2002). Poco después de las advertencias de Fleming, un aislado clinico de
bacterias resistentes a la penicilina fue documentado (Miller 1947). De igual forma fueron
apareciendo cepas resistentes para las nuevas generaciones de antibiéticos (CDC
2013). Aungue en la década de 1960 se estancé la investigacion y el desarrollo de
nuevos antibioticos en la industria farmacéutica (Davies y Davies 2010); su uso y

distribucién siguié aumentando (Coates et al. 2011).

En los Estados Unidos se formulan mas de 250 millones de prescripciones de
antibidticos cada afio (Rosi-Marshall y Kelly 2015), y se estima que el 50% de estos
medicamentos son innecesarios (Smith et al. 2014). En la agricultura, los antibiéticos se
usan como medicina veterinaria, como biocidas en la produccién de frutas y cultivos, y
como aditivos para el alimento del ganado y las aves de corral (Silbergeld et al. 2008).
En China, el 46% de las 210.000 toneladas de antibioticos producidos cada afio se
utilizan para la cria de animales (Su et al. 2014). La aplicacion intensiva de antibioticos
en la agricultura en todo el mundo ha dado lugar a la liberacién de grandes cantidades
de antibidticos sin metabolizar que entran en el medio ambiente a través del estiércol
animal y desechos humanos, en concentraciones importantes (Silbergeld et al. 2008;
Berendonk et al. 2015).
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gama de huéspedes y pueden pasar de una especie a otra (jError! La autoreferencia
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de material genético utilizando un vector virico de un organismo a otro (jError! La
autoreferencia al marcador no es valida.b); y por ultimo, la transformacion es el
proceso de alteracion genética bacteriana resultante de la incorporacion de ADN
exdgeno proveniente del medio circundante (jError! La autoreferencia al marcador no

es valida.c) (Furuya y Lowy 2006; Baquero et al. 2008; Bbosa et al. 2014).
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Figura 3 Mecanismos de adquisicion de genes de resistencia. Tomado de Furuya y Lowy 2006

Las bacterias con genes de resistencia pueden expresar diferentes mecanismos para

evitar la accion de los antibiéticos que incluyen: eliminacion o alteracién enzimatica del
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farmaco, modificacion de la ruta metabdlica inhibida por el agente antimicrobiano,

mutacion de la enzima diana del antibidtico, sintesis de proteinas que se unen al agente
antimicrobiano inactivandolo, modificacién de la pared celular para impedir la entrada
del farmaco, bombeo activo del agente antimicrobiano hacia el exterior de la célula y

sobreproduccién de la enzima diana del farmaco (Tabla 1,Figura 4) (Keyes et al. 2008;

Bbosa et al. 2014).
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Figura 4 Mecanismos de resistencia comunes en bacterias. Tomado de (Bbosa et al. 2014).
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Tabla 1 Mecanismos de resistencia de E. coli y SARM frente a diferentes antibi6ticos. Tomado (Bbosa et al. 2014).

Clase de
antibiético

Mecanismo de
resistencia

Medio especifico
para alcanzar la
resistencia

Microorganismo

B-lactamicos

Destruccion enzimatica
por:
» Cefalosporinasas
» Penicilasas
» Metalo-$3-
lactamasas
» Acetilacion

Destruccion del anillo
B-lactdmicos,
causando la perdida
de la actividad del
farmaco.

Baja afinidad de la
enzima diana al farmaco

Cambios
mutacionales en la
secuencia
aminoacidica de la
enzima diana causan
una baja afinidad del
farmaco.

Aminoglicésidos

Disminucién de la
captacion

Cambio en el numero
o funcién de las

porinas de membrana.

Fluoroquinolonas

Bomba de eflujo de
farmaco

Activacion de bombas
de eflujo, que
remueven el farmaco
antes que la
concentracion celular
sea suficiente para
inhibir el metabolismo
de ADN

S. aureus

Macrolidos,
lincosamidas y
estreptograminas

Metilacion de ARNr

Las modificaciones
post-transcripcional y
alteracion del ARNr
23S

Bomba de eflujo

El antibi6tico es
bombeado fuera de la
célula, manteniendo a
los ribosomas libres
del farmaco

Enzimas hidroliticas

Enzimas modifican el
farmaco, eliminando
su actividad

E. coli
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Tetraciclinas

Modificacion del
Antibiético

Modificaciéon
enzimatica del
farmaco eliminando
su actividad

Trimetroprima

Sobreproduccién
enzimatica

Se produce una sobre
expresion de la
enzima diana,
compensando el
efecto del farmaco.
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1.4. Péptidos antimicrobianos (PAMSs)

Los PAMs son pequefias péptidos (<10 kDa) compuestas por aminoacidos que
pueden variar en numero desde 5 a mas de 100 (Powers y Hancock 2003). Constituyen
un mecanismo de defensa inmunolégico primitivo, desempefiando un papel importante
en los sistemas de defensa inespecificos (Lehrer y Ganz 1999; Reddy et al. 2004);
incluso han sido propuestos como "armas de defensa" evolutivas eficaces frente a las
infecciones de patdgenos (Zhang et al. 2001; Zasloff 2002; Brazas y Hancock 2005; Efird
et al. 2005; Cruz et al. 2013).

El primer PAM en ser reconocido fue aislado de la bacteria Bacillus brevis en 1939, la
Gramicidina exhibia actividad antimicrobiana frente a una amplia variedad de bacterias
Gram-positivas in vitro e in vivo (Dubos 1939a; Dubos 1939b), de esta manera se
evidenci6 su potencial clinico y se convirtié en el primer PAM en ser producido a escala
industrial (Gause y Brazhnikova 1944; Van Epps 2006).

En 1940 Fleming junto con Howard Florey y Ernst Chain, demostraron el uso
terapéutico de la penicilina , lo que les permitié obtener el Premio Nobel de Medicina en
1945 (Fleming 1929; Brown 2004) y marcar el inicio de la "Era dorada de los antibiéticos".
Esto condujo a una rapida pérdida de interés en el potencial terapéutico de los PAMs y
su importancia en la estrategia de defensa inmune (Bentley 2009; Zaffiri et al. 2012). Sin
embargo, con el aumento de microrganismos patdgenos resistentes a multiples
farmacos a principios de 1960, se despert6 de nuevo el interés por los PAMs como una

alternativa terapéutica.

Hasta la fecha, mas de 2.000 PAMs han sido identificados a partir de una amplia
variedad de organismos, incluyendo bacterias, insectos, plantas, anfibios, aves, reptiles,
y mamiferos (Di Francesco et al. 2013; Steckbeck et al. 2014). Los PAMs producidos por
los organismos superiores tienen funciones de defensa inmune (Nizet y Cole 2016),

mientras que los PAMs bacterianos son utilizados como estrategia competitiva para
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facilitar el consumo de nutrientes y promover la colonizacion de nicho (Anaya-Lépez et
al. 2013).

Los PAMs son producidos en respuesta a un dafio tisular o a estimulos infecciosos en
humanos, se encuentran en los fluidos corporales y secreciones incluyendo saliva, orina,
sudor y leche materna (Nizet y Cole 2016). Ademas, presentan un amplio espectro de
actividad contra bacterias Gram-negativas, Gram-positivas, hongos, parasitos,
protozoarios, y ciertos envolturas viricas (Jenssen et al. 2006; Nakatsuji y Gallo 2012).
Se dividen en tres grupos estructurales principales: a-hélice, B-plegados (usualmente
presentan 2 o mas enlaces disulfuro) y péptidos extendidos (Figura 5) (Nguyen et al.
2011).

AQ?%‘%;& %%{%%- rg:?‘éé"

LL-37 Lactoferrampina
bovina
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Protegrina |
B-defensina 3 Humana
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Figura 5 Diversidad conformacional de los AMPs, a-hélice (a), S-plegados (b) y péptidos extendidos
(c). Tomado de Nguyen et al. 2011.

Muchos PAMs lineales no presentan estructura en solucién acuosa y requieren un
entorno como el de la membrana bacteriana para adoptar una conformaciéon estable
(Hwang y Vogel 1998). La interaccion inicial de los péptidos antimicrobianos con las
bacterias, generalmente es producida por su carga positiva y su atraccion electrostatica

hacia las superficies polianionicas de las paredes, ya sea por los &cidos teicoicos y
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lipoteicoicos en las bacterias Gram positivas o los lipopolisacaridos en las bacterias Gram
negativas (Dang et al. 2009). Después de esta interaccion, los péptidos antimicrobianos
generan areas de inestabilidad en la membrana externa (Campos et al. 2004). Para
explicar estos mecanismos de accion se han propuesto multiples modelos (Figura 6)
descritos brevemente (Maréti et al. 2011). Los mecanismos de accién de los tres modelos

clasicos son:

Modelo de ruptura por barril: Cuando se alcanza la concentracion critica de PAMs
estos se reorientan de forma perpendicular formando una empalizada con sus cadenas
laterales apolares, interactuando con el centro hidrofébico de la membrana y sus
cadenas polares hacia el interior creando un poro hidrofilico. Estos poros son irregulares
en tamafo y duracion, generando finalmente, la pérdida del potencial de membrana y
equilibrio osmético (Figura 6, A) (Thevissen et al. 2007).

Modelo de alfombra: EI PAM no se inserta en la membrana, sino que permanece
asociado con la cara externa, al alcanzar una concentracion critica, formando una
especie de alfombra capaz de debilitar la membrana y crear micelas. La muerte celular

se produce por pérdida del citoplasma (Figura 6, B) (Jean-Francois et al. 2008).

Modelo toroidal: En este caso al alcanzar una concentracion limite de PAMs unidos
a la membrana, se induce la formaciéon de una invaginacién de lipidos que conduce al
desarrollo de un canal delimitado por la cabeza de los grupos lipidicos asociados a los
péptidos. Este es un canal mixto del péptido con los lipidos de la membrana. Fue descrito

para péptidos como magainina y mellitina (Figura 6, C) (Pandey et al. 2011).
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Figura 6 Los acontecimientos que ocurren en la membrana citoplasmatica bacteriana después de la adsorcion
inicial de los PAMs. Los modelos clasicos de la destruccion de la membrana son: (A) de ruptura por barril, (B) de
alfombra y (C) poro toroidal. Tomado de Bahar y Ren 2013.

En relacion con el disefio de péptidos, resulta bastante complejo definir una secuencia
patrén unificada que pueda servir como una plantilla ideal para el disefio de PAMs
eficaces. No obstante, es posible sefialar varias caracteristicas estructurales que son
cruciales para la actividad antimicrobiana. En primer lugar, la mayoria de los PAMs
caracterizados hasta la fecha muestran una carga neta positiva confiriéndole cierto grado
de especificidad, al facilitar las interacciones electrostaticas con las membranas celulares
aniénicas de los microorganismos, mientras que por el contrario las células eucariotas

no poseen carga superficial (Yeaman y Yount 2003; Jenssen et al. 2006).
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Otra caracteristica especifica de los PAMs es su hidrofobicidad global que le permite
actividad lisogénica y propiedades de penetracion celular (Aoki y Ueda 2013). Sin
embargo, también hay que sefialar que el aumento de contenido hidréfobo dentro de la
secuencia de aminoacidos esta fuertemente correlacionada con la baja selectividad y

citotoxicidad de estos compuestos hacia células eucariotas (Kosikowska y Lesner 2016).

A pesar de las multiples ventajas que ofrecen los PAMs, estos se ven limitados en
comparacién con las moléculas terapéuticas convencionales debido a que tienen una
vida media corta y son altamente propensos a la protedlisis, desnaturalizacion y perdida
de su actividad (Sohani et al. 2013). En este particular caso la nanoencapsulacion
basada en sistemas de transporte en nanoparticulas poliméricas representa una
alternativa viable y altamente versatil para la proteccion del principio activo de la
degradacion, permitiendo conservar su actividad biologica e identidad estructural (Van
Der Walle 2011).

1.5. Sistemas de transporte de péptidos

La nanotecnologia es el campo de las ciencias aplicadas al entendimiento y el control
de los materiales a escala nanométrica, en la cual adquieren propiedades fisicoquimicas
especiales, que incluyen una mayor area superficial, alta reactividad y posibilidad de
interactuar con sistemas biolégicos (Bheemidi 2011). Durante las ultimas décadas, se ha
implementado el uso de la nanotecnologia en diferentes areas meédicas, siendo el
desarrollo de nuevos mecanismos de transporte de principios activos una de las

aplicaciones mas prometedoras (Pandey et al. 2005).

Asimismo, la nanoestructuracion de los PAMs ofrece multiples ventajas entre las que
destacan: la proteccion del principio activo en relacion con la degradacion quimica o
enzimatica causada por las condiciones del entorno; prolongacion de la circulacion
sistémica; liberacion sostenida y controlada; entrega a tejidos de interés especificos y la
posibilidad de cargar varios principios activos en una misma nanocapsula (Zhang et al.

2008). En otras palabras la encapsulacion puede mejorar significativamente la
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farmacocinética, eficiencia y seguridad en contraste con los agentes activos libres

(Vermay Garg 2001; Bheemidi 2011).

Se han investigado multiples A
sistemas de transporte para la
administracion de varios principios

activos, dentro de los cuales cabe

resaltar los cuatro mas prometedores

(Figura 7): liposomas, nanoparticulas
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farmacos antimicrobianos mayormente . 1
nucleo metélico

las membranas celulares,

permitiéndole fusionarse con la

Nanoparticulas
poliméricas
utilizado. Esto se debe a que su Figura 7 Sistemas de transporte que pueden ser utilizados para el
o ] o transporte de multiples sustancias activas como: farmacos, péptidos,
estructura imita la bicapa lipidica de proteinas, RNA y DNA. La hebra de RNA representa la forma en la
que la nanoparticula puede transportar el principio activo. Tomado
de Gavrilov y Saltzman 2012.

membrana y liberar su carga en el interior de la célula (Figura 7, A) (Zhang y Granick

2006).

Los Dendrimeros son macromoléculas globulares altamente ordenadas y ramificadas

gue constan de tres regiones: nucleo, capas de unidades repetitivas que emergen desde

el ndcleo y grupos terminales funcionales en la capa externa. Muchos medicamentos

antimicrobianos se han cargado correctamente en dendrimeros, mejorando solubilidad

y eficacia terapéutica (Figura 7, B) (Grayson y Fréchet 2001).
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Las Nanoparticulas metalicas estan formadas por nucleos metalicos de 6xido de
hierro, cobalto hierro, oro hierro, o niquel hierro que se revisten con una capa de azucares
u otros polimeros generando una estructura de nucleo-carcasa a la que se pueden
conjugar externamente multiples agentes terapéuticos. Dependiendo del metal usado, el
nucleo de estas particulas permite estudiar la biodistribucion después de la inyeccion
utilizando imagenes de resonancia magnética, e incluso es posible orientarlos a tejidos
especificos mediante la aplicacion de imanes externos (Figura 7, C) (Jin et al. 2009;

Gavrilov y Saltzman 2012).

Por altimo, las nanoparticulas poliméricas son el sistema mas versatil. Pueden ser
sintetizadas a partir de varios materiales, como polimeros, lipidos y metales. Los cuales
son generalmente escogidos por sus cualidades biocompatibles y biodegradables.
Ademas por la posibilidad de alojar una amplia gama de componentes activos, que
incluyen agentes quimioterapéuticos, agentes de contraste, péptidos, proteinas, acidos
nucleicos y farmacos, con utilidad en diversas aplicaciones médicas (Figura 7, D)
(Elsabahy y Wooley 2012).

Los sistemas de transporte a base de nanoparticulas poliméricas, fueron
desarrollados en 1976 para entrega de macromoléculas, pero su pobre eficacia
terapéutica, y rapida eliminacion por el organismo después de ser administrados via
intravenosa fueron sus principales desventajas (Langer y Folkman 1976). Solo con el
descubrimiento de polimeros de larga circulacién en 1994, este mecanismo se convirtio
en uno de los mas utilizados (Gref et al. 1994), principalmente por caracteristicas Unicas
como: estabilidad estructural, ajuste de propiedades fisico-quimicas (tamafio y potencial
zeta), superficie modificable para la entrega del medicamento a objetivos celulares

especificos (Figura 8) (Umamaheshwari y Jain 2003).
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Figura 8 Composicidn de las nanoparticulas poliméricas en aplicaciones biomédicas. (a). Marcador, son grupos
que direccionan la nanoparticulas hacia la diana terapéutica, pueden estar compuestos por anticuerpos, proteinas,
azucares y péptidos entre otros. (b). Cubierta, generalmente compuesto por polimeros capaces de mejorar su
estabilidad y enmascarar la nanoparticulas, permitiéndole aumentar el tiempo de circulacidn en sangre. (c). El
nucleo, su naturaleza dicta el tipo de principio activo a encapsular con el objetivo de retener y estabilizar su carga.
(d). La carga, que incluyen agentes quimioterapéuticos, agentes de contraste, péptidos, proteinas, acidos nucleicos 'y
farmacos. Tomado de Elsabahy y Wooley 2012.

Adicionalmente las nanoparticulas poliméricas se pueden modificar para que
respondan a estimulos fisiolégicos o externos especificos; esta funcionalidad se basa en
la capacidad de respuesta de desmontaje de las nanoparticulas y liberacién del principio
activo en ambientes bioldgicos bajo diferentes valores de pH, enzimas, y condiciones
reductoras u oxidativas, etc., en respuesta a estimulos externos, como la variacion de la
temperatura, irradiacion con espectroscopia infrarroja (IR) o espectrofotometria
ultravioleta-visible (UV-vis), activacion por campos magnéticos, y la aplicacién de

vibraciones ultrasdénicas, entre otros (Elsabahy y Wooley 2012).

Se han investigado una gran variedad de polimeros sintéticos y naturales para formar
el nucleo polimérico de las nanoparticulas, ya que este componente es crucial pues

interactia directamente con el péptido (Mathiowitz et al. 1997). Debido a su baja
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inmunogenicidad y toxicidad, los poliésteres sintéticos como el acido polilactico-co-
glicolico (PLGA) constituyen un vehiculo biocompatible cuyas propiedades
fisicoquimicas y mecanicas se pueden adaptar a través de la seleccién del peso
molecular, copolimerizacion, y funcionalizacion (Anderson y Shive 2012). Por esta razon,
el numero de formulaciones comerciales que emplean matrices de PLGA para la
administracion de agentes terapéuticos esta creciendo (Tabla 2) en la medida que
nuevos péptidos emergen del sector de la biotecnologia (Mohamed y Van Der Walle
2008).

Tabla 2 Formulaciones comerciales basadas en sistemas de transporte poliméricos utilizando PLGA. Tomado de
Van Der Walle 2011.

Nombre del _ _ Forma de Polimero
Ingrediente activo L )
producto dosificacion biodegradable
Lupron Leuprolide Microsferas PLGA
Sandostatin _ _
Octreotide Microsferas PLGA
Lar
Neutropin Somatropin Microsferas PLGA
Trelstar Triptorelin Microsferas PLGA
Decapeptyl Triptorelin pamoate Microsferas PLGA
Bromocriptine )
Parlodel Microsferas PLGA
mesylate
Enantone Leuprolide Microsferas PLGA
Zoladex Goselrelin Barra PLGA

1.6. Induccién de resistencia bacteriana frente a los PAMs

Durante el tratamiento con concentraciones subinhibitorias de algunos
antimicrobianos, se han evidenciado mutaciones que permiten a los microorganismos
expresar caracteristicas fisiolégicas y moleculares que influyen en el desarrollo de
resistencia microbiana (Valéria dos Santos et al. 2010). Después de la amplia utilizacion

de los PAMs en la practica clinica, se ha demostrado que las bacterias pueden desarrollar
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resistencia a estos (Peschel y Sahl 2006; Cai et al. 2012; Anaya-LOpez et al. 2013). Por
ejemplo, la nisina, pexiganan, y colistina son PAMs cuyo uso ha sido restringido debido
a la resistencia bacteriana que ha surgido a través de afios de uso clinico indiscriminado
(Mehla y Sood 2011; Habets y Brockhurst 2012).

La resistencia que se ha desarrollado frente a PAMs es preocupante, debido a la
posibilidad de que, a partir de un tratamiento terapéutico, se pueda inducir resistencia
cruzada hacia los PAMs constituyentes del sistema inmune innato. En otras palabras, la
monoterapia con PAMs podria seleccionar bacterias resistentes que al mismo tiempo
serian resistentes a los PAMs del sistema inmune innato, y este tipo de resistencia

cruzada podria persistir en el huésped (Fleitas y Franco 2016).

La resistencia bacteriana a los PAMs cationicos puede surgir a través del desarrollo
de cepas resistentes mediante seleccion en el laboratorio (Perron et al. 2006). La
evolucion de la resistencia bacteriana a los PAMs podria finalmente llevar en gran
medida a disminuir y restringir su uso (Samuelsen et al. 2005). Por lo tanto, es de gran
importancia conocer los mecanismos potenciales de la resistencia bacteriana con el
objetivo de mejorar el disefio de PAMs cada vez mas eficientes, y con una reduccion en
la incidencia de la resistencia bacteriana (Valéria dos Santos et al. 2010; Cruz et al.
2014).

1.7. Analisis protedmico en E. coliy S. aureus

El proteoma representa un arreglo de proteinas que son expresadas en un
compartimiento biologico (célula, tejido u 6rgano) en un tiempo y condiciones particulares
(Beranova-Giorgianni 2003). Debido a que las proteinas son moléculas claves
funcionales y estructurales, es de vital importancia su estudio a gran escala; en este
sentido, la protedmica se presenta como una herramienta eficaz para analizar la
expresion global proteica y sus cambios con respecto al contexto bioldgico,

contribuyendo de esta manera a la caracterizacion de una gran diversidad de proteinas
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presentes en los organismos, y lograr una mejor comprension de los sistemas biologicos

(Rogowska-Wrzesinska et al. 2013).

O’Farrel propuso una técnica clasica para la separacion y analisis de complejos
proteicos: la electroforesis de alta resolucion en dos dimensiones (2D-PAGE) (O’Farrel
1975). Inicialmente esta técnica empleaba anfolitos; sin embargo, fue hasta 1988 que se
establecio el uso de gradientes de pH inmovilizados (Immobilized pH gradient IPG-strips)
(Gorg et al. 1988b) que brindaron mejoras significativas como la resolucién en paralelo
de cientos o miles de proteinas (spots), y su caracterizacion por punto isoeléctrico, masa
molecular, solubilidad y abundancia relativa (Gorg et al. 2004). Actualmente, la estrategia
mas comun para estudiar la expresion global proteica emplea el uso de electroforesis
bidimensional (2-DE) con IPGs acoplado a espectrometria de masas (MS) (Rotilio et al.
2012), una combinacion en la que se evidencia una alta reproducibilidad, viabilidad y

eficiencia en la identificacion y cuantificacion de proteinas (Susnea et al. 2012).

Con el rapido avance de la tecnologia y el surgimiento de nuevas técnicas aplicadas
a la biologia molecular se podria pensar que la prote6mica obtenida a partir de 2-DE/MS,
y su andlisis bioinformatico han disminuido su relevancia. Esta conclusién se aleja de la
realidad, ya que se han agregado modificaciones a la técnica que permiten una deteccion
mas sensible de proteinas y su posterior identificacién con un alto nivel de fidelidad.
Algunas investigaciones recientes demuestran que aun estas técnicas siguen
desempefiando un papel crucial al momento de estudiar diferentes respuestas en

bacterianas (Rogowska-Wrzesinska et al. 2013).

En la ultima década los trabajos con enfoque protedmico implementando la técnica 2-
DE/MS han aumentado considerablemente a raiz de las modificaciones anteriormente
mencionadas, permitiendo identificar las alteraciones post-traduccionales, interacciones
péptido-bacteria, la comparacion de los niveles de expresion de una proteina en dos o
mas estados fisioldgicos, la localizacion sub-celular de las proteinas y el desarrollo de

biomarcadores (Beranova-Giorgianni 2003).
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Esta técnica se ha utilizado para investigar las diferencias en los perfiles de expresion
de proteinas de bacterias cultivadas en un amplio espectro de condiciones de
crecimiento y con diferentes factores de estrés, como lo son los antibiéticos y PAMs
(Radhouani et al. 2012). Como resultado del analisis protedmico de la respuesta de
bacterias frente a la exposicién a los antibioticos, se han reportado datos inéditos con
respecto a los mecanismos de resistencia desarrollados por E. coliy SARM (Beranova-
Giorgianni 2003).

Los estudios protedmicos realizados con diferentes microorganismos han permitido
identificar proteinas implicadas en la resistencia frente a diversos antibidticos, y los
cambios en su expresion (inhibicion o incremento). Por ejemplo, las proteinas TolC y
OmpC presentes en la Membrana Externa (ME) de E. coli, son una respuesta crucial de
regulacion por parte de la bacteria cuando se encuentra expuesta al acido nalidixico, la
ampicilina y la tetraciclina (Xu et al. 2006; Lin et al. 2008). Adicionalmente, se ha
observado que su respuesta frente a kanamicina es similar a la reportado anteriormente,
en este caso se destaca el rol de MipA, una proteina nueva de la membrana externa que
podria cumplir una funcién de porina otorgandole resistencia a otros tipos de antibiéticos,
como: la estreptomicina, cloranfenicol y aureomicina (Li et al. 2015). Otro mecanismo
importante son las bombas de eflujo de antibiéticos, expresadas en respuesta a
antibiéticos como la piperacilina/tazobactam, sugiriendo la multiplicidad de mecanismos
utilizados por E. coli para responder a los antibiéticos (Valéria dos Santos et al. 2010).

Tomazella et al.,(2012) destacan la gran plasticidad del proteoma de E. coli,
demostrando que tanto la virulencia como la resistencia frente a los antibioticos se
asocian a menudo con la presencia de grupos de genes especificos que se encuentran
presentes en las denominadas “islas de patogenicidad”, las cuales pueden pasarse a

otras cepas por transferencia horizontal de genes (Tomazella et al. 2012).
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Por otra parte, S. aureus demuestra la rapida adaptacién bacteriana a las defensas
del huésped y a las nuevas terapias antimicrobianas; esta adaptacion se puede dar ya
sea a través de la modificacion de genes existentes, o por transferencia horizontal de
genes, haciendo necesario el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas para
combatir las infecciones causadas por Staphylococcus (Otto et al. 2014). En este sentido,
se han planteado posibles soluciones (Otto et al. 2014) frente a este tipo de infecciones
gue incluyen el desarrollo de vacunas (Weichhart et al. 2003; Ziebandt et al. 2010),
anticuerpos protectores (van den Berg et al. 2011) y péptidos (Weichhart et al. 2003;
Dean et al. 2011; Ryu et al. 2014).

Para cumplir con este objetivo se requiere la comprension de los mecanismos de
resistencia, fisiologia, fisiopatologia y funcion de los efectores de virulencia (Otto et al.
2014). Los estudios protedmicos en S. aureus han llevado al descubrimiento de multiples
mecanismos que le permiten hacer frente a los antibiéticos y PAMs. Los mecanismos
anteriormente mencionados incluyen adaptaciones en las funciones metabdlicas, vias

reguladoras y cambios en la biogénesis de la envoltura celular (Fischer et al. 2011).

La protedmica también ha brindado resultados relevantes acerca de los mecanismos
de accion de los antibioticos sobre dianas de S. aureus, como es el caso de la proteina
de unién al manganeso, la cual podria ser una potencial diana terapéutica para el
desarrollo de antibiéticos (Diep et al. 2014). Por otra parte la resistencia de S. aureus a
los PAMs como las defensinas y catelicidinas, se da como resultado de cambios en la
carga superficial de la pared celular, que disminuyen la afinidad del péptido hacia esta
(Ryu et al. 2014).



45

ESTUDIO PROTEOMICO DE SARM Y E. coli 0157:H7 FRENTE A LA ACCION DEL PEPTIDO SINTETICO
ANTIMICROBIANO P19 EN FORMA LIBRE Y NANOENCAPSULADO

2. Pregunta de Investigacion

¢ Existen cambios protedmicos significativos en E. coli O157:H7 y SARM al ser

expuestas al péptido P19 libre y nanoencapsulado?

3. Objetivos

3.1. Objetivo general

Evaluar los patrones de expresion proteica de cepas infectivas de E. coli O157:H7 y

SARM expuestas al péptido P19 libre y nanoencapsulado.

3.2. Objetivos especificos

>

Evaluar la actividad antibacteriana del PAM P19 en cepas infectivas de
Escherichia. coli 0157:H7 y Staphylococcus aureus Resistente a la Meticilina.

Determinar las propiedades fisico-quimicas (tamafio, carga, forma y perfil de
liberacién) del péptido P19 nanoencapsulado y evaluar su actividad
antimicrobiana en cepas infectivas de E. coli O157:H7 y SARM.

Inducir la resistencia al PAM P19 en las cepas patdgenas de E. coli O157:H7 y
SARM.

Analizar la expresion del proteoma de SARM y E. coli O157:H7 sensibles y
resistentes al PAM P19 al ser expuestas al péptido libre y nanoencapsulado.

Identificar las proteinas involucradas en la resistencia al PAM P19 y correlacionar
los patrones de expresion de las proteinas con los posibles mecanismos de accién
del P19
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4. Materiales y Métodos

Las cepas de E. coli O157:H7 ATCC y SARM fueron adquiridas del cepario de la
Pontificia Universidad Javeriana de Colombia y la escuela de Bacteriologia y laboratorio
clinico de la Universidad Industrial de Santander (UIS) respectivamente. El
mantenimiento de estas cepas se realiz6 en medio infusidon cerebro corazén (BHI) a
37°C.

Los fmoc-L-aminoacidos fueron adquiridos de Chempep, la resina Rink-amida 4MBHA
se obtuvo de Merck Novabiochem, los medios de cultivo fueron comprados a Oxoid.
Todos los demas reactivos y solventes utilizados para la sintesis peptidica son de grado
analitico. Para la encapsulacion del péptido se utilizd PGLA de la casa comercial Sigma-
Aldrich. Los ensayos protedmicos fueron llevados cabo en gradientes de pH
inmovilizados (IPG-Strips) rango 3-10 no lineales (NL) de 17 cm (Bio-Rad). Se utilizo el
2D-SDS-PAGE Standards de Bio-Rad como marcador de punto isoeléctrico y peso
molecular. La digestion de los spots se realiz6 con tripsina modificada de grado analitico

para secuenciacion (Promega).

En el diagrama que se presenta a continuacion, se describen las etapas de la

metodologia que se siguid para cumplir con los objetivos propuestos.
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Diagrama General

Sintesis y purificacion del péptido P19 Caracterizacion del péptido P19
eSintesis eAndlisis de pureza
¢Clivaje —> eDeterminaciéon de la masa molar

eDesalinizacion eDeterminacion de la estructura
ePurificacion secundaria

v

Sintesis del péptido P19 nanoestructurado

eSintesis por el método de doble emulsidn solvente difusion DES-D
eCaracterizacion fisicoquimica del péptido P19 nanoestructurado
eTamafio hidrodindmico, carga superficial y morfologia
eEficiencia de encapsulamiento
ePerfil de liberacién in vitro

v

Determinacion de la concentracion
minima inhibitoria (CMI) y minima
bactericida (CMB) del P19 libre y
nanoencapsulado
eCMI
CMB

Obtencion de cepas patdgenas
resistentes al péptido P19

v

Determinacion de cambios en el perfil proteémico de E. coli 0157:H7 y SARM sensibles y
resistentes al péptido P19
eExtraccion y determinacidn de la concentracidn de proteinas
eSeparacion de proteinas por peso y carga
eRegistro y andlisis de imagenes de los geles obtenidos por 2DE
e|dentificacién de proteinas por huella peptidica obtenida por andlisis de masas
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4.1. Caracteristicas, sintesis y purificacion del péptido P19

El PAM P19 fue disefiado mediante herramientas bioinforméticas y de biologia
estructural por investigadores del GIBIM, se utiliz6 como base la secuencia aminoéacidica
del péptido GIBIM-P5S9K de Cruz et al. 2017,el cual también fue disefiado y sintetizado
en el GIBIM. A esta secuencia se le realizaron modificaciones en aminoacidos clave con
el objetivo de mejorar su estabilidad y actividad. A continuacion, se muestra la tabla de

caracteristicas de ambos péptidos (Tabla 3).

Tabla 3 Caracteristicas general del péptido de los PAMs GIBIM-P5S9K y P19

Péptido GIBIM-P5S9K P19
Secuencia ATKKCGLFKILKGVGKI Secuencia protegida
Numero de Aminoacidos 17 17
Carga Neta 4 4
Peso Molecular 1804.31 1864,16
PPAM(%)* 96 98
Punto Isoeléctrico 10.20 10.04
indice de inestabilidad -18.06 24.68
Promedio general de 0.38 0.735
hidropatia
(GRAVY)

*PPAM: es la probabilidad del péptido de ser antibacteriano, la cual se obtiene por medio
del software “DEPRAMS”, desarrollado en el GIBIM por Rondon-Villarreal et al. 2014.

4.1.1. Sintesis: El péptido P19 fue sintetizado en fase sélida empleando la estrategia
Fmoc/tBu (Fields y Noble 1990). La sintesis se realizO en jeringas con un filtro de
polipropileno empleando la resina Rink-amida MBHA (Millner 1995; Andreu et al. 1995).

Los aminoacidos fueron acoplados con Oxima como principal agente anti-racémico,
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acompanado de O-(Benzotriazol-1-il)-N, N, N’, N’-tetrametiluronio tetrafluoroborato
(TBTU) como gente activador y anti-racémico y N, N-diisopropiletilamina (DIPEA), la cual
actia como base neutralizante in situ. Se emplearan Hidroxibenzotriazol y N,N’-
diciclohexilcarbodiimida (DCC) para acoples méas largos (Barlos et al. 2009; Konig y
Geiger 1970). El indicador azul de bromofenol se afiadié disuelto en cada paso del
acoplamiento para el seguimiento de la reaccién (Konig y Geiger 1970; Fields y Noble
1990). Se utilizé piperidina al 10% para la desproteccion del grupo Fmoc (Guy y Fields
1997).

4.1.2. Clivaje: Con el fin de separar el péptido de la resina utilizada se realizo el clivaje de
este (Guy y Fields 1997; Barlos et al. 2009). Para esto se agreg6 una mezcla de Acido
trifluoroacético/agua tipo 1/triispropilsilano/acido 1, 4, 7, 10- tetraazaciclododecano- N,
N, N", N™ - tetraacético (TFA/H2O/TIS/DOT). Finalmente, la resina fue retirada por

filtracion, centrifugada y el péptido fue precipitado con éter frio (Jiang et al. 2008).

4.1.3. Desalinizacion: ElI medio de filtracion en gel Sephadex G-10 fue utilizado para
eliminar sales y posibles contaminantes generados durante la sintesis y clivaje del P19
(Millner 1995). EI gel fue hidratado previamente con agua tipo 1, posteriormente se
adiciono el péptido. Se recolectaron los primeros mL de la elusién con agua, en donde el
péptido ha eludido completamente; esto fue corroborado con la medicion de la

concentracion y el analisis de la purificacion del P19 (Jofré et al. 2011).

4.1.4. Purificacion de los péptidos sintéticos: El péptido disuelto en agua fue separado
de las impurezas utilizando una columna Sepak C-18 con diferentes soluciones de
acetonitrilo/H>.O de 0 a 100%. Es una técnica en la que los biocompuestos con peso
molecular de 1 a 6 KDa (referidos a péptidos) son purificados con eluciones de
Acetonitrilo (ACN). Se utilizaron diferentes porcentajes de ACN con el fin de lograr una

Optima purificacion del péptido. Estos resultados se verificaron por cromatografia liquida
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de alta eficiencia en fase reversa RP-HPLC y espectrometria de masas (MS) (Rivera et
al. 2002).

4.2. Caracterizacion del péptido P19

4.2.1. Pureza: El analisis de pureza del P19 fue realizado empleando RP-HPLC con el fin
de analizar el grado de purificacion del péptido mediante la separacion de moléculas de
acuerdo a su hidrofobicidad para lo cual se utilizé6 una columna semipreparativa Zorbax
Eclipse XDB C18 en fase reversa equilibrada por dos sistemas de solventes: (A) H20
con 0.1% de acido trifluoroacético (TFA) y (B) acetonitrilo (ACN) con 0.1% TFA. Se utilizo
70% By 30% A, en 30 min; volumen de inyeccion de 40uL; la deteccion se llevo a cabo
por medicion en UV (A=280 nm). (Sahoo et al. 2004).

4.2.2. Determinacion de la Masa Molar: La identificacion de la distribucion de las
moléculas en funcién de la masa molar del péptido se determind utilizando un
espectrometro de masas (Bruker) en modo desorcion/ionizacion laser asistida por matriz
(MALDI) con detector de tiempo de vuelo (TOF). Se utilizé una matriz de &cido a-ciano-
4-hidroxicinamico (CHCA), la cual favorece la ionizacion de la muestra (Standing 2003).
El péptido fue depositado en el target empleando el método de doble capa, es decir, una

base de matriz saturada, seguida de la muestra y finalmente una segunda capa de matriz.

4.2.3. Determinacion de la estructura secundaria: El analisis por dicroismo circular (DC)
fue empleado con el objetivo de determinar la estructura secundaria del péptido. Para lo
cual se utilizé un espectropolarimetro Jasco-J810. El espectro fue tomado en un intervalo
de longitud entre 190-260 nm, con paso Optico de la celda de cuarzo rectangular de 1mm
con un ancho de banda espectral de 1nm, la cual fue lavada previamente con nitrégeno.
Cada espectro fue obtenido como un promedio de tres escaneres tomados a una
velocidad de 20 nm/min y respuesta de un segundo. El perfil de DC del péptido P19 fue
obtenido de una disolucioén liofilizada en: (I) tampon fosfato de sodio 50mM (TFS), pH 7

una solucion acuosa del 30% de 2,2,2-trifluroetanol (TFE) en un volumen final de 500uL
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(Alvarez et al. 2014). Una concentracion de 0.2 mM del péptido se estabilizé en una
mezcla de TFE como se describe en Kelly et al. 2005. Los espectros fueron visualizados
utilizando el software del equipo Spectra manager Il. Los resultados obtenidos fueron
expresados en grados de elepticidad molar (8) de acuerdo con la siguiente ecuacion:

0

O=T00sircen

(cm?dmol™1)

Donde:
I= es la longitud del camino 6ptico (cm)
c= concentracién del péptido

n=numero de residuos de AA en la secuencia.

4.3. Sintesis del péptido P19 nanoestructurado

El péptido P19 fue seleccionado como candidato para nanoencapsulacion debido a su
bajo indice terapéutico (5.28, determinado en estudios previos, Tabla 4) frente a E. coli
0157:H7, donde valores superiores a 10 son considerados seguros (Pefa-Velazquez et
al. 2017). El indice terapéutico fue definido como la concentracion minima del péptido
gue causa efecto terapéutico (MICso) frente a la concentracibn minima de péptido que

causa citotoxicidad (CCso) (Tamargo et al. 2015), siguiendo la siguiente formula:

CCso
MICs,

Indice terapeutico =

Donde:
CCso= Es la concentracion minima del péptido que causa citotoxicidad.

MICso= Concentracion minima inhibitoria 50 del péptido.

Tabla 4 indice terapéutico del PAM P19 frente a E. coli O157:H7 y SARM, el CCso fue determinado en la linea celular COS-7
(ATCC ® CRL-7651™) de rifion de mono verde africano.

Concentracion uM indice

Microorganismo o
MICso CCso terapéutico
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E. coli O157:H7 12.5 5.28
66
SARM 15 44

Resultados suministrados por la estudiante de Quimica: Yenny Paola Bautista Garces que hacen parte de su tesis de
pregrado, bajo la direccién del Dr. Mauricio Urquiza Martinez.

4.3.1. Sintesis mediante el método de Doble Emulsion Solvente Difusion DES-D:
El péptido nanoestructurado fue sintetizado utilizando &acido polilactico-co-glicolico
(PLGA) como copolimero principal, empleando el método de DES-D propuesto por
Cohen-Sela (Cohen-Sela et al. 2009) con algunas modificaciones. Se utilizé un sonicador
de punto para obtener una emulsion del buffer fosfato 0,005M, pH=7,4, con el péptido en
Acetato de etilo (EtAc) que contiene un 10% (w/v) de PLGA. La solucién resultante fue
emulsificada de nuevo con buffer fosfato 0,005M, pH=7,4, esta vez afiadiendo un 10%
(w/v) de Polaxamer 402 (POL). El EtAc fue eliminado mediante evaporacion a presion
reducida utilizando un evaporador rotativo (Heidolph Hei-VAP precision). Las
nanoparticulas se centrifugaron (Thermo Scientific IEC CL31R multispeed) para eliminar
el péptido libre remanente y los residuos propios de la sintesis de las nanoparticulas
funcionalizadas NPP19.

4.4. Caracterizacion fisicoquimica del péptido P19 nanoestructurado

4.4.1. Tamafio hidrodindmico, carga superficial y morfologia: Las mediciones de
tamafio hidrodindmico y carga superficial de las nanoparticulas cargadas con el péptido
P19 (NPP19) fueron determinadas mediante dispersion de luz en modo dinamico (DLS),
utilizando un analizador de tamafio de particula basado en la difracciéon de laser (Malvern
Zetasizer 1000HS, Malvern Instruments, UK). La morfologia de las nanoparticulas fue
observada por microscopia electronica de barrido (SEM) en un microscopio FEI Quanta
650.

4.4.2. Eficiencia de encapsulamiento: Se sigui6 el protocolo propuesto por Rivera et al.,
(2004), donde un volumen de nanoparticulas cargadas con el péptido fue secado en un
evaporador rotativo (Heidolph Hei-VAP precision), el pellet fue disuelto en diclorometano
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(DCM) y agitado a temperatura ambiente. Se realizaron medidas espectrofotométricas a
A=260nm (Shimadzu UV-1800), y se compararon con una curva de calibracién del
péptido en agua(Anexo 1), a diferentes concentraciones a partir de 3,125uM hasta 400
MM (Rivera et al. 2004). La eficiencia de encapsulacion fue definida como la relacion
entre la cantidad de péptido encapsulado y la cantidad total del péptido afiadido al inicio

de la preparacion (Thomasin et al. 1996). Los ensayos se realizaron por triplicado (n=3).

PeptidoEncapsulado
Peptido total

Eficiencia de encapsulamiento =

4.4.3. Perfil de liberacién in vitro: Una cantidad determinada de nanoparticulas cargadas
con péptido fue diluida en agua desionizada; La muestra fue puesta en una incubadora
con agitacién orbital (Thermo Scientific MaxQ 4000) a 37°C, 50 rpm, periédicamente se
tomaron muestras de la suspensién que fueron centrifugadas posteriormente en un tubo
amicon (30,000 Da), y se analizaron en el espectrofotometro a A=260nm. El ensayo se
realizo por triplicado bajo condiciones sink (10% de la concentracion de saturacion en el
medio después de la liberacion del 100%) (Gibaldi y Feldman 1967).

4.5. Determinacion de la CMI y CMB del P19 libre y nanoencapsulado: La evaluacién
de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracibn Minima Bactericida
(CMB) de las bacterias patégenas E. coli O157:H7 y SARM, se realiz6 siguiendo el
protocolo del Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorio (CLSI) documento M100 S20
(CLSI 2017) y el protocolo de microdilucion en caldo estandarizado en el GIBIM (Paredes
et al. 2014; Espinel-ingroff 2004). La CMI fue definida como la menor concentracién de
antibiotico (péptido libre y nanoencapsulado) que produce una inhibicion en el
crecimiento de bacteriano. Los valores de CMIso y CMlgo corresponden a las dosis
capaces de inhibir el 50 y 90% del crecimiento bacteriano, respectivamente. La CMB fue
definida como la concentracion minima capaz de inhibir completamente el crecimiento

bacteriano (Cruz et al. 2013). Finalmente, se determind si la actividad del péptido es
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bacteriostatica o bactericida. Se considera bacteriostatico si el valor del CMB es 4 veces
superior al valor del CMlgo (CMB/CMI >4) (Pankey & Sabath 2004) .

4.5.1. Determinacion de la CMI: Se prepar6 un preindculo a partir de un cultivo en placa
fresco de cada una de las cepas. Se utilizo caldo Luria—Bertani (LB; Merck) para E. coli
0157:H7 y caldo Mueller-Hinton (MH; Merck) para SARM, los prein6culos fueron
incubados durante un periodo de 12 horas a 37°C y 200 rpm, hasta alcanzar una
concentracion bacteriana de 4.6X10% Unidades Formadoras de Colonia por
mL(UFC/mL), utilizando como referente la escala de Mcfarland. Elin6culo se preparé a
partir del preinéculo llevandolo a un volumen final de 30 mL con medio estéril, hasta
obtener una absorbancia entre 0,07 y 0,1 (equivalente a ~5*105 UFC) (Espinel-ingroff
2004).

Posteriormente se hizo el seguimiento de la cinética de crecimiento empleando 100uL
del in6culo bacteriano en microplacas Elisa de 96 pozos y se evaluaron concentraciones
seriadas del péptido sintetizado libre y nanoencapsulado desde 0,2 hasta 100 uM para
las dos cepas. Las placas se incubaron a 37°C con agitacion constante y se procedié a
medir la absorbancia periddicamente cada hora en un espectrofotbmetro lector de

microplacas ELISA (Bio-rad, Imarck) a 595 nm.

4.5.2. Determinacién de la CMB: Una vez evaluada la cinética de crecimiento de las cepas
patégenas, se tomo una alicuota de 100 pL de cada pozo que contuviera las diferentes
concentraciones del P19 y NPP19. En tubos eppendorf de 2mL se afiadieron 900uL de
agar infusion cerebro corazén (BHI) y se incubo a 37°C durante 24 horas. Se tomé una
alicuota de 10pL de cada tubo y se transfirio a placas de agar BHI con el fin de corroborar
el efecto bactericida en aquellos tubos eppendorf donde no hubo crecimiento de colonias
bacterianas. El valor de la CMB se definié como la concentracién minima capaz de inhibir
el 100% del crecimiento bacteriano en comparacién con el control positivo (sin

tratamiento) (Espinel-ingroff 2004).
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4.6. Obtencion de cepas patogenas resistentes al péptido P19

Se expusieron las cepas de E. coli O157:H7 y SARM a concentraciones sub-
inhibitorias del P19, el pase inicial se realizdé en un tubo eppendorf conteniendo el P19
disuelto a la mitad del MICso, las bacterias sobrevivientes fueron trasferidas a otro tubo
eppendorf con el doble de la concentracion anterior a lo largo de 50 de pases (seleccion
positiva). Como grupo control se utilizaron las mismas bacterias del pase inicial y se
realizaron igualmente 50 pases en ausencia de P19 (control de seleccién) (Perron et al.
2006; Shireen et al. 2013; Ulvatne 2002; Peng et al. 2005). Finalmente, se comprobd la
actividad antimicrobiana utilizando el protocolo de microdilucion en caldo (Carone et al.
2014).

4.7. Determinacién de cambios en el perfil proteémico de E. coli O157:H7 y SARM

sensibles y resistentes al péptido P19

Las muestras bioldgicas fueron separadas utilizando electroforesis bidimensional en
geles de poliacrilamida (2D-PAGE), para lo cual se requirié de un tratamiento previo con
el fin de obtener proteinas libres de otras moléculas y contaminantes sin modificar sus

caracteristicas fisicoquimicas (Weiner y Li 2008).

La mayoria de los estudios protedmicos sobre resistencia a antibidticos se dividen en
dos amplias categorias: la comparacion entre bacterias sensibles y tratadas, o la
comparaciéon de bacterias resistentes contra sensibles (Renzone et al. 2005). En este
trabajo ambas aproximaciones son estudiadas, ademas de analizar el efecto de la
nanoencapsulacion sobre el perfil proteémico de E. coli y SARM. En la Tabla 5 se
enumeran los experimentos realizados tanto en E. coli como en SARM. Se llevaron a
cabo 6 experimentos cada uno por triplicado(n=3), para un total de 36 geles analizados.
Posteriormente se hizo un andlisis de correlacion entre las intensidades de las manchas

detectadas en los diferentes geles con el fin de determinar la variacion en términos del
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grupo experimental; se calculo el coeficiente de correlacidon entre las comparaciones que

se realizaron.

Tabla 5 Distribucion de geles en los diferentes experimentos realizados con el péptido P19 frente a E. coli 0157:H7
y SARM, cada imagen corresponde a un gel analizado.

Microorganismo # Exp. Grupos N° Geles
E. coli O157H7 1 Control vs Tratamiento P19 6
2 Control* vs Resistente 6
3 Control NP** vs NPP19 6
SARM 4 Control vs Tratamiento P19 6
5 Control* vs Resistente 6
6 Control NP** vs NPP19 6
Iméagenes analizadas totales: 36

*La bacteria del grupo control de los experimentos 2 y 5 fue sometida a la misma cantidad de pases (50) que la
bacteria que se le indujo resistencia, con el objetivo de eliminar las diferencias producto de los multiples pases.

**| a bacteria del grupo control de los experimentos 3 y 6 recibié tratamiento con nanoparticulas vacias, con el
objetivo de eliminar posibles diferencias producto de las nanoparticulas.

4.7.1. Extracciéon y determinacion de la concentracién de proteinas: Inicialmente se
reactivaron las cepas de E. coli O157:H7 y SARM cultivando en medio liquido LB a 37
°C durante 16 a 24 h. Posteriormente, se sembraron por aislamiento en agar BHI y se
incubaron a 37°C durante 16-24 horas. Nuevamente se sembraron en caldo LB,
utilizando una colonia pura en cada caso y se dejo crecer durante 12 a 14 H a 37°C
(hasta alcanzar la fase media exponencial, de acuerdo con cinéticas de crecimiento
previamente realizadas). Estos cultivos fueron utilizados como preinoculos, los cuales
fueron afiadidos, utilizando un 10% del volumen final (100 ml en Erlenmeyer de 500 ml),
de medio LB o MH para E. coli 0157:H7 y SARM, respectivamente. Los cultivos se

mantuvieron en agitacion orbital a 50 rpm durante 4 horas a 37 °C (Espinel-ingroff 2004).

Posteriormente se centrifugaron 200 mL del cultivo obtenido anteriormente, a 10.000
rom y 4 °C, durante 15 minutos. Se efectuaron tres lavados del pellet, utilizando buffer
Tris 20 mM, para eliminar sales. El pellet obtenido de E. coli 0157:H7 fue resuspendido
en buffer de lisis (Urea 7 M, Tiourea 2 M, Ditiotreitol DTT 100 mM, Tris 40 mM, Fluoruro
de Fenilmetilsulfonilo PMSF 1 mM, Acido Etildiaminotetraacético EDTA 1 mM,
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Ortovanadato de Sodio 1 mM, Chaps 4%, Anfolitos 1%) con el fin de controlar la
protedlisis indeseable de las muestras y mantener en una solucion estable las moléculas
obtenidas; posteriormente el pellet fue resuspendido en vortex hasta obtener una
suspension homogénea (L??ders et al. 2009). En el caso de SARM, la pared bacteriana
es mas gruesa, por lo que fue necesario incluir un paso adicional de lisis enzimatica de
la pared celular; se utilizé el buffer de lisis suplementado con lisozima y lisostafina,
enzimas que poseen afinidad para degradar el peptidoglicano presente en la pared

celular de esta bacteria Gram positiva (Attia et al. 2013; Bonar et al. 2015).

Con el objetivo de romper las membranas celulares y liberar la mayor la cantidad de
moléculas protéicas, las muestras fueron homogeneizada con un procesador ultrasénico
(Cole-Parmer U.S.A). Se hizo en frio, para evitar la desnaturalizacion de proteinas
provocada por el calentamiento. A continuacién, las proteinas fueron precipitadas con un
disolvente organico (éter) para eliminar compuestos no deseados, el pellet obtenido se
resuspendi6 en buffer de lisis y se cuantificd utilizando el método de Bradford (Bradford
1976) con albumina de suero bovino (BSA) como patrén estandar, y buffer de lisis como

blanco y medio de dilucion.

4.7.2. Electroforesis bidimensional Las proteinas obtenidas en la etapa anterior fueron
analizadas empleando electroforesis bidimensional(2D-PAGE), técnica descrita por
O’Farrel (1975) y modificada por Gorg et al., (1988). 2D-PAGE es una técnica que
permite la separacion proteinas o “spots” dependiendo de dos propiedades: punto

isoeléctrico y peso molecular.

Se realiz6 2D-PAGE en combinacién con MALDI-TOF para determinar la expresion
de proteinas en E. coli 0157:H7 y SARM en los diferentes tratamientos (Tabla 5). Se
utilizaron dos gradientes de pH inmovilizado (IPG-Strip) para E. coli uno de rango de pH
3-10 no linear y para SARM uno de rango de pH 4-7, con el fin de encontrar el mayor
namero de spots segun las caracteristicas propias de la bacteria. La muestra fue

mezclada y cargada al IPG-strip de 17 cm en una proporcion 1:1 con buffer de
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rehidratacion (Urea 8 M, Chaps 2%, DTT 50 Mm, Anfolitos 0.2% y Azul de bromofenol
0.1%) durante 12 a 14 horas (O’Farrel 1975; Gorg et al. 2004).

Las proteinas se separaron en un Protean IEF cell (Bio-Rad) segun su punto
isoeléctrico en wuna primera etapa conocida como isoelectroenfoque (IEF).
Posteriormente, se realiz6 un paso de equilibrio mediante un proceso de reduccion-
alquilaciéon en un buffer que contiene Urea 6 M, 0.375 M Tris-HCI pH 8.8, SDS 2%,
Glicerol 20% y DTT 2%, logrando asi la reduccién de puentes disulfuro en la muestra; un
segundo paso se llevo a cabo con una solucion que contiene yodoacetamida 2% en lugar
de DTT para bloquear los grupos sulfhidricos (Gorg et al. 1988a). Cada paso se realizo
en agitacion constante utilizando un agitador orbital, a temperatura ambiente (25°C), 50

rpm por 30 minutos.

En la segunda etapa las proteinas fueron separadas de acuerdo con su peso
molecular (Laemmli 1970). Se corri6 una SDS-PAGE en una camara electroforética
Protean xi Cell (Bio-Rad) a 200v. Se uso buffer de corrida (Glicina 1.44%, Tris-base 0.2%,
SDS 0.1%) para la migracién de las proteinas. El peso molecular y punto isoeléctrico de
las muestras se determiné comparando la movilidad electroforética de los marcadores
PageRuler™ unstained protein ladder, 2D- SDS-PAGE Standards.

Finalmente, los geles se fijaron en una solucion de Metanol 50% y Acido fosférico 2%.
Para realizar la tincion de los geles obtenidos se preparé una solucién de metanol 33%,
acido fosforico 3%, sulfato de amonio 17% y azul de coomassie G-250. Posteriormente,
los geles se lavaron con agua MQ y se almacenaron en una solucién decolorante débil

(Metanol 5% y Acido acético 10%). Cada experimento fue realizado por triplicado.

4.7.3. Registro y analisis de imagenes: Los geles obtenidos fueron registrados
empleando un Documentador de geles Gel Doc XR+ System (Bio-Rad). Los spots se
detectaron utilizando el software PDQuest 2D (Bio-Rad), el cual convierte sefiales de

muestras biolégicas a datos digitales teniendo en cuenta las coordenadas e intensidad
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de cada pixel; las agrupaciones de pixeles determinan la densidad de cada spot. Se
realiz6 la exploracion de los datos y se aplicé un test estadistico para comparar los spots
de cada grupo con los demas y determinar si existen diferencias significativas.

4.7.4. Espectrometria de masas MALDI-TOF: Es una técnica aplicada ampliamente al
analisis de moléculas bioldgicas debido a su alta compatibilidad con 2D-PAGE. Los spots
de interés fueron cortados del gel y destefiidos con ACN 50% y Bicarbonato de amonio
50 mM. Cada pieza seca se rehidraté con una concentracion de 13 ng/uL de tripsina en
bicarbonato de amonio 50 Mm por 17 horas. Los péptidos tripsinizados se extrajeron del
gel con buffer de extraccion (50% de ACN en 1% de TFA), se sonicaron en bafio por 15
minutos. Los péptidos se mezclaron con la solucién de matriz de acido a-ciano-4-
hidroxicinamico (Sigma-Aldrich) (20 mg / ml en buffer: 50% de ACN en 1% de TFA) y se
aplicaron en un porta muestras (ground steel target) en proporcion 1:1 (muestra: matriz).
Las digestiones tripticas se analizaron con el espectrémetro de masas MALDI-TOF / TOF
Ultraflextreme (Bruker Daltonics, Bremen, Alemania) operado por el software FlexControl
v.33 y equipado con un laser Nd: YAG de 355 nm. Los espectros de masas se adquirieron
en el modo de reflectron positivo y se promediaron a partir de aproximadamente 1000
disparos de laser. Como calibrante externo se emple6 una digestion triptica
carbamidometilada de suero de albamina bovina (BSA fraccion V, Merck) siguiendo el

protocolo del fabricante.

Los espectros de masas obtenidos se enviaron al motor de busqueda Mascot

(www.matrixscience.com) y se compararon con la base de datos Swiss-Prot bajo el filtro

de taxonomia “Firmicutes” para SARM y “Escherichia coli” para E. coli 0157:H7 (Dave et
al. 2011). La identificacién de proteinas se realiz6 sobre la base de la puntuacién
MASCOT estadisticamente significativa (p <0,05), este sistema de puntuacion se basa
en el célculo de la probabilidad del emparejamiento entre los datos experimentales y una
entrada de una base de datos sea por azar, muy similar a los algoritmos de busqueda de

secuencias por homologia (Perkins et al. 1999).


http://www.matrixscience.com/

60
ESTUDIO PROTEOMICO DE SARM Y E. coli 0157:H7 FRENTE A LA ACCION DEL PEPTIDO SINTETICO
ANTIMICROBIANO P19 EN FORMA LIBRE Y NANOENCAPSULADO

4.7.5. Analisis Bioinformético: Se utiliz6 el software XLSTAT (www.xIstat.com) para

construir los graficos de mapas de calor y expresion diferencial. También se empleo el

software STRING (https://string-db.org) el cual facilita la construccion de una red de

interacciones predictiva (Interactoma), que permite evaluar las funciones y rutas
biologicas altamente representadas, asociadas con la lista de proteinas diferenciales. En
el interactoma las proteinas se representan como nodos. Las interacciones determinadas
experimentalmente se representan con rosado y azul claro aquellas predichas por bases
de datos curadas. Las interacciones predichas se representan con azul (concurrencia) y
verde (vecindad). Las asociaciones por mineria de textos se representan con lineas
verdes claras y la coexpresion se representa con lineas negras. Por ultimo, se empleé el
programa PANTHER (Analisis de proteinas mediante relaciones evolutivas;

http://pantherdb.org/software). las proteinas expresadas de forma diferencial se

clasificaron de acuerdo con sus términos de ontologia génica (GO), entre los “GO” mas
comunes estan: Proceso celular’, Procesos metabdlicos, Localizacion, Respuesta a
estimulos. A continuacion se definen los criterios utilizados por el software para realizar
la clasificacion: Proceso celular: cualquier proceso que se lleva a cabo a nivel celular
como crecimiento y/o mantenimiento celular, fisiologia celular; Procesos metabdlicos:
Las reacciones y vias quimicas, incluido el anabolismo y el catabolismo, por los cuales
los organismos vivos transforman sustancias quimicas.; Localizacién: Cualquier proceso
en el que una célula, una sustancia o una entidad celular, como un complejo proteico u
organulo, se transporta, se adhiere o se mantiene en una ubicacién especifica.
Respuesta a estimulos: Cualquier proceso que resulte en un cambio en el estado o
actividad de una célula o un organismo (en términos de movimiento, secrecion,

produccion de enzimas, expresion genética, etc.) como resultado de un estimulo.


http://www.xlstat.com/
https://string-db.org/
http://pantherdb.org/software
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5. Resultados y Discusion
5.1. Sintesis y purificacion del péptido P19

5.1.1. Sintesis: EI PAM P19 fue disefiado por investigadores del GIBIM mediante
herramientas bioinforméticas y de biologia estructural (Rondon-Villarreal et al. 2014).
Este péptido surge a partir de la modificacion de la secuencia aminoacidica del péptido
GIBIM-P5S9K (Cruz et al. 2017), el cual ha sido caracterizado como uno de los mejores
en relacion con sus propiedades fisicoquimicas y biolégicas. Su actividad antimicrobiana

fue probada frente in vitro frente a E. coliy SARM y la secuencia esta en curso de patente.
5.2. Caracterizacion del péptido P19

5.2.1. Pureza: El péptido P19 sintetizado fue purificado utilizando una columna Sepak C-
18 y analizado mediante RP-HPLC obteniéndose en el cromatograma una sefal
principal, sin presencia de deleciones, y un tiempo de retencion de 2 min y otro mucho
menor a los 5 minutos (Figura 9). Sin embargo, cabe resaltar que el pico obtenido a los
2 minutos representa mas del 90% de las especies, y dentro de ese pico se encuentra el
peso molecular del péptido P19, determinado por MALDI-TOF (Figura 10).
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Figura 9 Analisis cromatogréfico del péptido P19 por RP-HPLC utilizando una columna semipreparativa Zorbax
Eclipse XDB C18 equilibrada utilizando dos sistemas de solventes: H20 con 0.1% TFA y ACN con 0.1% TFA. La

deteccion se llevo a cabo por medicion en UV (=280 nm)

5.2.1. Determinacion de la Masa Molar: Mediante espectrometria de masas MALDI-TOF
se logro identificar la masa molecular del PAM P19, se encontrd una correspondencia
entre el ion molecular calculado in silico de 1864,25 Da y el experimental que esta
alrededor de 1863,165 Da (Figura 10), se observaron también algunas sefiales menos
abundantes en el espectro de masas que pueden corresponder a: (I) Algunos residuos
producto de la sintesis y (Il) fragmentos que pueden ser aductos cargados positivamente
formados en el proceso de ionizacion por interaccion de la matriz con iones metélicos
(Na+, K+) y sales. estas sales son impurezas comunes que se encuentran en el HCCA
y en muchas muestras de proteinas, estos iones ademas desempefian un papel
importante en la formacién de agregados de matriz, los picos de cluster siempre
aparecen en ensamblajes de varios miembros. Los conjuntos de picos de cluster
generalmente estan separados por 190-228 unidades de masa, que representan el rango
de peso molecular de la matriz 4-HCCA mas un ion de proton, sodio o potasio. En
general, la intensidad de los picos del grupo disminuye con el aumento de la masa. Sin

embargo, las interferencias pueden aparecer en la region de masa hasta los 2000 Da,



63
ESTUDIO PROTEOMICO DE SARM Y E. coli 0157:H7 FRENTE A LA ACCION DEL PEPTIDO SINTETICO
ANTIMICROBIANO P19 EN FORMA LIBRE Y NANOENCAPSULADO

gue desafortunadamente como este caso es la region de interés para el mapeo de masa
peptidica (Keller & Li 2000).
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Figura 10 Espectro de masas del péptido P19, utilizando una matriz de dcido a-ciano-4-hidroxicinamico (CHCA), El
péptido fue depositado en el target por el método de doble capa, es decir, una base de matriz saturada, seguida de la
muestra y finalmente una segunda capa de matriz

5.2.1. Determinacién de la estructura secundaria: Se realiz6 la evaluacion de la
estructura secundaria del péptido P19 empleando dicroismo circular en condiciones
simuladas de membrana en solucion de TFE al 30% (v/v). En el espectro de dicroismo
circular se presentan dos bandas negativas a 205 y 215 nm(Figura 11), estas bandas

son caracteristicas de una estructura a-hélice bien definida (Greenfield 2006) .
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Figura 11 Espectro de dicroismo circular del péptido P19 bajo condiciones simuladas de membrana en solucién de
TFE al 30% (v/v).

5.3. Sintesis del péptido P19 nanoestructurado

5.3.1. Sintesis mediante el método de Doble Emulsién Solvente Difusién DES-D: En
este trabajo se escogié el método de DES-D que se basa en la emulsion de
agua/aceite/agua (W/O/W por sus siglas en ingles), debido a que es uno de los mejores
procedimientos para la encapsulacion de todo tipo de farmacos hidrosolubles; a
diferencia de los métodos de una sola emulsion que son ideales para encapsular
farmacos insolubles en agua como esteroides (Makadia y Siegel 2011). Utilizando esta
metodologia se han logrado encapsular diferentes principios activos hidrosolubles de
manera exitosa como: (i) alendronato, farmaco contra la osteoporosis (Cohen-Sela et al.
2009), (ii) fluconazol, uno de los antifungicos mas utilizados para el tratamiento de
candidiasis (GoOmez-Sequeda et al. 2017), y (ii) péptidos sintéticos antimicrobianos (Cruz
et al. 2017).
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5.4. Caracterizacion fisicoquimica del péptido P19 nanoestructurado con PLGA

5.4.1. Tamafo hidrodinamico, carga superficial y morfologia: Mdultiples trabajos han
sido realizados encapsulando PAMs en PLGA, ya sea en sistemas de nanopatrticulas o
microparticulas (Water et al. 2015; Li et al. 2017; Cruz et al. 2017). Una de las principales
diferencias entre estos sistemas, aparte del evidente contraste en el tamafio de la
particula consiste en que el sistema microparticulado, permite cargar una gran cantidad
de péptido el cual puede tener una liberacién prolongada de dias o incluso semanas,
mientras que los sistemas de nanoparticulas tienen una liberacién rapida y su tamafo

reducido aumenta su reactividad (Kohane 2007).

En consecuencia, en este trabajo se opt6 por sintetizar un sistema nanoparticulado,
donde el tamafio y la carga superficial de la nanoparticula son parametros cruciales que
afectan la velocidad de liberacion, el porcentaje de encapsulacion, la farmacocinética del
péptido nanoestructurado e incluso la actividad antimicrobiana. Por lo tanto es clave

encontrar el equilibrio entre estas dos variables (Yin Win y Feng 2005; He et al. 2010).

Debido a esto se realizaron una serie de experimentos variando la relacion P19/PLGA
con el objetivo de determinar la mejor proporciéon. Los resultados de la serie de
experimentos se muestran en la Figura 12. Se evidenci6 el efecto de la cantidad de
péptido sobre el potencial zeta y tamafio de las NPP19; en la medida que aumenta la
cantidad de péptido, la carga de la nanoparticula aumenta, acercandose a 0 mV, lo cual
disminuye la repulsion entre las nanoparticulas, generando aglomeraciones (0,5 ug
P19/ug PLGA, tamafio: 1976 + 496,56 nm, potencial zeta: -11,80 +0,95 mV, PDI=1). Sin
embargo, en concentraciones superiores a 4 ug de P19/ug PLGA se observa que el
sistema se estabiliza, obteniendo nanoparticulas de tamafios inferiores a los 300nm con

carga superficial positiva.
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Figura 12 Efecto del potencial zeta sobre el tamafio de la nanoparticula a diferentes concentraciones de P19/PLGA.

Finalmente, la mejor relaciéon fue la de 8 ug P19/ug PLGA, que permitié sintetizar
nanoparticulas cargadas con el péptido (NPP19) de tamafios hidrodinamicos de 292,3 +
3,67 nm y una carga superficial 12,00 + 0,95 mV (Figura 13). Finalmente el indice de
polidispersiéon (PDI) de 0,188, demostré una distribucion estrecha y una buena
reproducibilidad del método (Bivas-Benita et al. 2004; Vij et al. 2010).
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Figura 13 Distribucion de tamafio y carga superficial de las NPP19 caracterizadas en la relacion de 8 ug P19/ug
PLGA por DLS y LDE. A) muestra el tamafio hidrodinamico, B) Muestra el potencial zeta.
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Las NPP19 fueron 6 veces méas pequefias que las obtenidas por Li et al. 2017 (Li et
al. 2017), mediante la técnica de electrospray. Por otra parte, en comparacion con otros
trabajos que utilizan técnicas de doble emulsion se obtuvieron nanoparticulas
ligeramente mas grandes entre un 11 y 23% (Water et al. 2015; Cruz et al. 2017). Otro
de los objetivos de la sintesis fue la obtencion de nanoparticulas con carga positiva, ya
gue se ha demostrado que las nanoparticulas catidnicas interacttan mejor con las
membranas y paredes celulares bacterianas las cuales son de naturaleza anionica
(Khayata et al. 2012; Cruz et al. 2017). En este trabajo se logré obtener nanoparticulas
cationicas (12,00 + 0,95 mV) sin necesidad de utilizar polimeros catiébnicos como la
polietilenimina o el quitosano, ya que estos polimeros han mostrado actividad citotoxica
(Huang et al. 2004; Gomez-Sequeda et al. 2017).

La morfologia de las NPP19 es esférica sin aglomeraciones (Figura 14,B) con tamafios
alrededor de 290 nm (Figura 14, A) consistentes con el tamafio determinado por DLS
(Figura 12). Estas nanoparticulas son similares en tamafo, forma y dispersion a las
obtenidas por Water et al. 2015y Cruz et al. 2017 (Water et al. 2015; Cruz et al. 2017).

A B

HY mag
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Figura 14 Micrografia de las NPP19 obtenida por micrografia electrénica de barrido (SEM), (A) Imagen general de la
poblacién de NPP19, (B) Muestra la morfologia de las nanoparticulas obtenidas.

5.4.2. Eficiencia de encapsulamiento: Se analiz6 también el efecto del potencial zeta
sobre el porcentaje de encapsulamiento (Figura 15), se encontro una relacion clara entre

ambos parametros. Al igual que en la Figura 12, se observa que para la concentracion
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de 0,5 ug P19/ug PLGA, la eficiencia de encapsulacién disminuy6 drasticamente hasta
41%; esto puede deberse a la alta inestabilidad de las NPP19 a estas concentraciones
en donde la nanoparticula se acerca al potencial zeta de cero. De esta manera se
confirmd el efecto del potencial zeta sobre los parametros tamafo y eficiencia de
encapsulacion, como lo demostraron otras publicaciones (Stoll 2013; Malvern
Panalytical 2005).
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Figura 15 Efecto del potencial zeta sobre el tamafio de la nanoparticula a diferentes concentraciones de P19/PLGA.

Se relaciono el porcentaje de encapsulamiento con la capacidad de carga del polimero
(Figura 17). Obteniendo excelentes resultados en la relacién 8 ug P19/ ug PLGA, con un
porcentaje de encapsulamiento superior al 90,5 £0,9% y una capacidad de carga de
hasta 6,75 pg P19/ ug PLGA. Esto puede deberse a la naturaleza anfipatica del péptido
y a las interacciones electrostéticas entre el péptido de carga neta positiva y el polimero
de carga negativa, también es probable que la nanoparticula tenga un centro acuoso el
cual le permite albergar una mayor cantidad de péptido (Figura 16). Las nanoparticulas
obtenidas en este trabajo lograron encapsular un 35% mas péptido en comparacion con
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las nanoparticulas obtenidas por Cruz et al. 2017 (Cruz et al. 2017). Estos resultados
son muy similares a los obtenidos por otros autores con porcentajes de encapsulamiento
superiores al 90% (Water et al. 2015; Li et al. 2017).

PLGA

Polaxamer 407

P19

Nucleo Acuoso

Figura 16 Posible distribucion del péptido en la nanoparticula, es probable que la nanoparticula posea un centro acuoso con la
capacidad de albergar una mayor cantidad de péptido.
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Figura 17 Relacion de la eficiencia de encapsulamiento y la capacidad de carga del polimero

5.4.3. Perfil de liberacion in vitro: Para realizar el perfil de liberacion in vitro se escogieron
las nanoparticulas sintetizadas con una relacion 8 ug P19/ ug PLGA la cual presentd una
cinética de liberacion rapida en los primeros 60 minutos (>45 + 1,11%); posteriormente
se observo un efecto de liberacion controlada que se extiende hasta los 2880 minutos
donde se libera el 95+ 3,17% (Figura 18). Este resultado puede corroborar la suposiciéon
realizada en la Figura 16, donde se plantea el sistema de transporte del tipo hanocapsula,
ya que la liberacion rapida del 51% del péptido en los primeros 20 minutos es posible
gue sea la porcion del péptido que se embebido en la superficie de la nanoparticula, lo
cual permite que este se disocie rapidamente, mientras que otra cantidad del péptido
queda en el interior (49%), es liberada lentamente en la medida que el PLGA es

hidrolizado. Este perfil de liberacion es muy similar al obtenido por otros autores
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encapsulando diferentes principios activos (Cohen-Sela et al. 2009; Gémez-Sequeda et
al. 2017; Cruz et al. 2017).

Liberacion acumulativa de NPP19
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Figura 18 Perfil de liberacion acumulativo de NPP19, se tomaron muestras a diferentes tiempos hasta 48 horas.

5.5. Determinaciéon de la CMIl y la CMB del P19 libre y nanoencapsulado.

El ensayo de susceptibilidad de E. coli 0157:H7 y SARM tratados con el péptido libre
P19 y nanoencapsulado NPP19 se realiz6 utilizando el método de microdilucién en caldo.
Se observé una fuerte accion antibacteriana del péptido en E. coli con CMIso en rangos
de 12,5y 3,13 um para el PAM P19 libre y el nanoencapsulado NPP19 respectivamente.
En este caso la nanoencapsulacion logr6 aumentar 4 veces la actividad del péptido
(Figura 19,Tabla 6), es posible que este incremento de la actividad antimicrobiana esté
relacionado con el aumento de la concentracion focal del péptido sobre la membrana
bacteriana (Cruz et al. 2014).
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Por otra parte, en SARM se determiné la CMIso en 1,5y 0,7 um para P19 libre y NPP19
respectivamente; en este caso, la encapsulacion también favorecié la capacidad
antibacteriana del péptido aumentando su actividad 2 veces (Figura 20,Tabla 6). Sin
embargo, los resultados de CMlgoy CMB demostraron una disminucion de la actividad
del péptido encapsulado en comparacion con el péptido libre. Esto puede deberse a la
baja velocidad de liberacion del P19 de la nanoparticula, ya que el proceso de hidrolisis
del PLGA generalmente toma varias horas(Figura 18). Se logr6 comprobar que las
nanoparticulas vacias (NPs) no tuvieron ningun efecto sobre la viabilidad de E. coli
0157:H7 y SARM. Finalmente, se determind que el péptido P19 tiene una actividad
bactericida en el caso de E. coli 0157:H7 (CMB 70uM/CMIlg 20uM=3.5) y bacteriostatico
en el caso de SARM (CMB 70puM/CMIlgo 6.5uM=10.7).
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Figura 19 Porcentaje de viabilidad de E. coli expuesta a diferentes concentraciones del péptido P19 libre y
Nanoencapsulado (NPP19) durante 8h a 37°C con agitacién de 200 rpm.
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Figura 20 Porcentaje de viabilidad de SARM expuesta a diferentes concentraciones del péptido P19 libre y
Nanoencapsulado( NPP19)-durante 8h a 37°C con agitacion de 200 rpm.

Tabla 6 Resumen valores CMIso, CMlgoo y CMB para E. coli y SARM expuestas al péptido P19 libre y nanoencapsulado.

MICROORGANISMO | TRATAMIENTO CMlso (uM) CMilgo (M) CMB (uM)
NP >100 >100 >100
E. coli O157:H7 P19 12.5 20 70
NPP19 3.13 20 100
NP >100 >100 >100
SARM P19 15 6.5 70
NPP19 0.7 20 100

La CMIlso del péptido P19 en E. coli O157:H7 y SARM es comparable a la de los
péptidos naturales mas potentes como la LL-37, la plectasina o la nisina (Sun et al. 2009;
Sakoulas et al. 2014; Water et al. 2015). La encapsulacion de los péptidos condujo a la
obtencién de mejores resultados, de forma similar a los obtenidos por otros autores que
han utilizado la encapsulacion de péptidos y de otros farmacos antibioticos (Water et al.

2015; Cruz et al. 2017; Gomez-Sequeda et al. 2017).Esto puede deberse a la interacciéon
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electrostatica entre las nanoparticulas cationicas y las membranas anidnicas de las
bacterias Gram-negativas y Gram-positivas (Panyam et al. 2004; Xie et al. 2014). Esta
interaccion aumenta la concentracién local de péptidos en la superficie bacteriana, dando
como resultado un aumento de la actividad antimicrobiana (Radovic-Moreno et al. 2012;
Haney et al. 2012).

5.6. Obtencion de cepas resistentes al péptido P19

Fue posible inducir resistencia al PAM P19 en las cepas de E. coli O157:H7 y SARM
estudiadas, por medio de la exposicion a concentraciones sub-inhibitorias del mismo. El
desarrollo de resistencia al péptido fue logrado al cabo de 50 pases en ambas bacterias.
Cabe resaltar que debido a la actividad inespecifica y a las mdltiples dianas celulares de
los PAMs, fue necesario una mayor cantidad de pases para lograr la resistencia en
comparacién con los antibiéticos convencionales, en los que se ha observado la
generacion de cepas resistentes con solo 4 a 6 pases (Gullberg et al. 2011). Estos
resultados son similares a los obtenidos por Shireen et al. 2013, en el cual se evalla la
generacion resistencia en S. aureus frente a los PAMs naturales Gramicidina y Magainina
2 (Shireen et al. 2013). La resistencia a los PAMs se puede deber principalmente a que
estos patdégenos exhiben diferentes mecanismos de resistencia como: la degradacién
proteolitica, el blindaje de la superficie bacteriana, la modificacion de la membrana
bacteriana externa, bombeo de PAMs al exterior de la célula, entre otros (Gruenheid y
Moual 2012; Nuri et al. 2015).

En E. coli O157:H7 la CMIso aument6 cuatro veces, pasando de 12.5 a 50uM y la
CMlgo aumentd 10 veces, pasando de 20 a 200 uM (Figura 21). Mientras que en SARM
la CMIso aumento 33 veces pasando de 1.5 a 50 uM, y la CMlgo aumentd 18 veces
pasando de 6.6 a 120 uM (Figura 22). Estos resultados son congruentes con estudios
previos, los cuales indican que la resistencia bacteriana frente a los PAMs cationicos

puede surgir a través de una seleccion larga y continua en el laboratorio (Perron et al.
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2006). El péptido P19 se puede considerar un antibacteriano promisorio cuando se
compara con los resultados obtenidos por otros autores al inducir resistencia en estas
bacterias frente al ciprofloxacina, un farmaco antibacteriano de amplio espectro muy

utilizado en el mercado Tabla 7.

Aumento de la resitencia de E. coli 0157:H7 al peptido
antimicrobiano P19
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Figura 21 Cinética del aumento de la resistencia de E. coli a la exposicion continua a concentraciones sub-inhibitorias del
péptido P19 por 50 generaciones.
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Aumento de la resitencia de SARM al peptido antimicrobiano
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Figura 22 Cinética del aumento de la resistencia de SARM a la exposicién continua a concentraciones sub-inhibitorias del
péptido P19 por 50 generaciones.

Tabla 7 Resultados de generacion de resistencia del PAM P19 en comparacion con el farmaco Ciprofloxacina. Los resultados
de la ciprofloxacina fueron extraidos de Charrier et al. 2016.

Microorganismo Fdarmaco MICsp MICsp Pases Aumento
Inicial ( Final MiCsoveces
SARM P19 1.5 50 50 33
Ciprofloxacina 4 130 20 35
E. coli P19 12.5 50 50 4
Ciprofloxacina 0.078 25 25 327

5.7. Determinacion de cambios en el perfil protedmico de E. coli O157:H7 y SARM

sensibles y resistentes al péptido P19

Los geles obtenidos por electroforesis bidimensional fueron analizados usando el
software PDQuest™ V8. Se logré observar en E. coli O157:H7 que la mayoria de
proteinas se ubicaron en la region basica del gel, mientras que en SARM la mayoria de
proteinas se concentraron en la region acida del gel (Anexo 8 A: se muestra la imagen

del Master obtenido en el Exp. 1 el cual compara en E. coli O157H7 el grupo Control vs
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el grupo resistente al péptido como se describe en la Tabla 4; B-G: se muestran las tres
réplicas de cada grupo. Los puntos en rojo sefialan los spots diferencialmente
expresados con significancia estadistica (P<0,05).

), esto puede deberse a la composicion aminoacidica de las proteinas analizadas.
Todos los analisis presentaron un coeficiente de correlacion mayor a 0.6 indicando un
buen valor en este parametro de analisis (Anexo 5) (Challapalli et al. 2004).
Posteriormente los spots de interés fueron cortados del gel y analizados por Malditof a
modo de ejemplo se puede observar uno de los espectros obtenidos (Anexo 6),
denominado huella peptidica, las cuales son cargadas en el software Mascot el cual hace
una busqueda a partir de la huella peptidica y arroja un informe el cual indica los puntajes

significativos a modo de ejemplo se incluye uno de los informes obtenidos (Anexo 7).

Los resultados obtenidos en el Mascot se clasificaron las proteinas segun su funcion,
en ambas bacterias se logr6 evidenciar una respuesta diferente frente a los tratamientos
estudiados (Figura 23), en el caso de E. coli O157:H7 se observaron alteraciones en el
perfil proteico muy variadas en cada uno de los experimentos. En el experimento 1 la
mayoria de proteinas con expresion diferencial estuvieron relacionadas con procesos
metabdlicos, en el experimento 2 con procesos de transporte y en el experimento 3 con
procesos celulares. Por otra parte, la respuesta de SARM a los diferentes tratamientos
fue muy similar entre ellos, siendo en mayor medida los procesos metabdlicos seguidos
de los procesos celulares los que evidenciaron mas cambios en su expresion. A

continuacion, se analizaran y discutiran cada uno de los experimentos individualmente.
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Respuesta de E. coli 0157:H7 al Respuesta de SARM al P19 en los
P19 en los diferentes tratamientos diferentes tratamientos
Procesos Metabolicos Procesos celulares Procesos Metabolicos Procesos celulares
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Figura 23 Porcentaje de proteinas que alteraron su expresion en los diferentes experimentos enE. coli 0157:H7 y SARM.

5.7.1. Experimento 1: E. coli O157:H7 control en ausencia de P19 vs Tratado con P19.

5.7.1.1. Andlisis e identificacion por PDQuest™ y Mascot: Se obtuvieron un total de 6
geles: 3 del grupo control (Anexo 8 B, Cy D) y 3 del grupo tratado con P19 (Anexo 8 E,
F y G). Por medio del software PDQuest™ se logro identificar 475, 410 y 409 spots en
las réplicas del grupo control y 250, 184 y 180 spots en las réplicas del grupo tratado.
Asimismo, los coeficientes de correlacion obtenidos fueron superiores a 0,6 en todas las
réplicas (Anexo 5) indicando de esta manera la reproducibilidad entre grupos (Challapalli
et al. 2004).

De las proteinas detectadas, 51 tuvieron expresion diferencial (p<0.05, 2x aumento o
inhibicidn,) 48 proteinas fueron inhibidas y 3 fueron sobreexpresadas en el grupo tratado
(Figura 24). Los spots con expresion diferencial fueron escindidos y tripsinizados para
determinar su huella peptidica por espectrometria de masas. Se identificaron en total 17
proteinas mediante esta metodologia y se listan en la Tabla 8. Por otra parte su
sobreexpresiéon o inhibicion puede observarse por medio del mapa de calor (Anexo 9)

mediante intensidades de colores, en este caso, las proteinas inhibidas en diferentes
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niveles se muestran en varias tonalidades de azul, mientras que las proteinas

sobreexpresadas se muestran con diversas tonalidades de rojo.

De las 17 proteinas identificadas, dos proteinas que mostraron niveles de expresion
elevados en el grupo control, fueron fuertemente inhibidas en el grupo tratado: el
transportador ABC “yphF” (SPP8503) y la transposasa “insl” (SPP5403) mientras que,
las proteinas fosfato acetiltransferasa “pta” (SPP 6503) y las proteinas de lisogenizacion
de alta frecuencia “hfID” (SPP 5415) fueron sobreexpresadas en el grupo tratado con el

péptido.
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Figura 24 Volcano plot de los spots del Experimento 1: Control vs Tratamiento P19 E. coli O157H7. Los puntos por
encima de la linea punteada horizontal son los spots con significancia estadistica (p <0.05), Los puntos a la izquierda
y derecha de las lineas punteadas verticales son los spots con variacién bioldgica relevante: 2 veces superior a la
derecha y 2 veces inferior a la izquierda.



81

ESTUDIO PROTEOMICO DE SARM Y E. coli 0157:H7 FRENTE A LA ACCION DEL PEPTIDO SINTETICO
ANTIMICROBIANO P19 EN FORMA LIBRE Y NANOENCAPSULADO

Tabla 8 Informacion bioquimica de las proteinas expresadas diferencialmente del Experimento 1, Identificadas a
partir de su huella peptidica obtenida mediante “MASCOT Peptide Mass Fingerprint”.
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P acceso Bioldgico 2 8 E4 Val 5
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Aclaraciones: *Numero de acceso; 2Peso molecular; *Punto Isoeléctrico; “Cambio de Expresion; *Puntaje basado
en la probabilidad de Mascot.
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5.7.1.2. Analisis Bioinformatico del experimento 1: Se realiz6 un analisis ontolégico de los
genes identificados en la Tabla 8, por medio del software PANTHER. Se determind que
la mayoria de genes de E. coli O157:H7 expuestos al PAM estan involucradas
principalmente en procesos metabdlicos (45%) como: la generacién de precursores
metabdlicos y energia, compuestos nitrogenados, compuestos fosfatados y procesos
metabdlicos primarios. En menor medida se expresaron diferencialmente proteinas
involucradas en procesos celulares (33%), localizacion (11%) y respuesta a estimulos
(11%) (Figura 25).

BiOIOgicaI PrOCESS Biosynthetic process
5%

Generation of precursor
metabolitesand energy
5%

Cellular process
33%

Nitrogen compound
metabolicprocess
5%

Metabolic process
’ 45%

Response to stimulus
11%

Phosphate-containing
compound metabolic
process
15%

Primary metabolic
process

Localization
11%

Figura 25 Categorias funcionales de las proteinas expresadas diferencialmente por E. coli O157:H7 al ser tratadas
con el péptido P19, clasificadas por el sofiware “Panther Classification System”.

Utilizando la herramienta en linea STRING, se obtuvo un grafico de 14 nodos
interconectados (9 nodos identificados en la tabla 1 y 5 nodos de soporte para mejorar

la resolucion del gréafico; Figura 26).
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Figura 26 Interactoma de las proteinas expresadas diferencialmente E. coli O157:H7 al ser tratadas con el péptido
P19 (Tabla 8, Exp. 1) construido por STRING v10.0. En la red predicha, las proteinas son representadas como nodos.
Las flechas color rojo indican las proteinas que fueron inhibidas y las flechas verdes indican las proteinas que fueron
sobreexpresadas. La linea punteada azul muestra las proteinas involucrada en la traduccion y replicacion. Los
circulos en color amarillo punteado muestran las proteinas involucradas en los procesos de sintesis de componentes
de pared celular.

5.7.1.3. Discusién Experimento 1: Como resultado de la exposicion de E. coli O157:H7 al
P19 (Tabla 8, Exp. 1), se observo que el péptido indujo la inhibicion de una gran cantidad
de proteinas (Figura 24 y Anexo 9); entre ellas proteinas intracelulares, indispensables
para el crecimiento y la replicacion en E. coli, como: (i) la Ribonucleosidodifosfato
reductasa subunidad 2 alfa “nrdE” la cual provee los precursores necesarios para la
sintesis de ADN, y cataliza la biosintesis de deoxiribonucleotidos de los correspondientes
nucledtidos (Martin et al. 2011); (i) UDP-N-acetilglucosamina--N-acetilmuramil-

(pentapéptido) pirofosforil-undecaprenol N-acetilglucosamina transferasa “murG”



86
ESTUDIO PROTEOMICO DE SARM Y E. coli 0157:H7 FRENTE A LA ACCION DEL PEPTIDO SINTETICO
ANTIMICROBIANO P19 EN FORMA LIBRE Y NANOENCAPSULADO

encargada de catalizar el paso final del ensamblaje de la subunidad de peptidoglicano
de la pared celular (Bupp y van Heijenoort 1993), (iii) El Tetraacildisaccarido 4'-kinasa
“lpxK” encargada de transferir el y-fosfato del ATP a la posicion 4' del tetraacilldisacarido
1-fosfato (denominado DS-1-P) para formar tetraacilldisacarido 1,4'-bis-fosfato (lipido
IVa), el cual es necesario para el crecimiento en E. coli (Garrett et al. 1997; Garrett et al.
1998; Raetz et al. 2007)

Por otra parte, se observd la sobreexpresion de dos proteinas: la fosfato
acetiltransferasa “pta” y la proteina de lisogenizacion de alta frecuencia “HfID”, las cuales
pueden constituir un mecanismo de respuesta inmediata para contrarrestar los efectos
del péptido. La pta estd implicada en el metabolismo del acetato, cataliza la
interconversion reversible de acetil-CoA y fosfato de acetilo (Shi y Kuzminov 2005),
ademas es uno de los supresores mas fuertes y mas universales de la replicacién de E.
coli; puede suprimir defectos en diversas etapas del proceso de replicacion, desde la
iniciacion (dnaA), pasando por la funcion helicasa (dnaB), la sintesis de iniciadores de
RNA (dnaG) hasta el avance de la DNA polimerasa (dnaN) (Macigg-Dorszynska et al.
2012). Por otra parte, la HfID representa un interruptor entre la lisis y la lisogénia de
lambda en E. coli, inhibiendo la degradacion mediada de ACII in vitro (Kihara et al. 2001).
Pasando a fase lisogénica, evitando asi la lisis celular, este puede ser un efecto protector

celular (Parua et al. 2010).

Sin embargo, cabe resaltar que en este trabajo no se lograron identificar proteinas de
la membrana externa de E. coli, como: tolC, OmpA, OmpF, OmpC y OmpT. Las cuales
son proteinas asociadas a bombas de eflujo y porinas que estan relacionadas con la
resistencia a multiples farmacos, como el cloruro de benzalconio, acido nalidixico y la
piperacilina/tazobactam (Bore et al. 2007; Lin et al. 2008; Valéria dos Santos et al. 2010).
Por otra parte, se logro identificar la proteina murG, identificada en estudios previos, al
exponer a bacterias Gram positivas a la accion de péptidos cationicos (Wenzel et al.
2014).

5.7.2. Experimento 2: E. coli O157:H7 sensible vs resistente al P19.
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5.7.2.1. Analisis por PDQuest™ e identificacion por Mascot En el experimento se
comparé entre la E. coli 0157:H7 sensible y la resistente al péptido P19, se obtuvieron 6
geles: 3 del grupo sensible al P19 (Anexo 10 B,C y D) y 3 del grupo resistente al P19
(Anexo 10 E, Fy G). Utilizando el software PDQuest™ se lograron identificar 280, 252 y
239 spots en las réplicas del grupo control y 110, 109 y 115 spots en las réplicas del
grupo resistente. Asimismo, los coeficientes de correlacion obtenidos fueron superiores
a 0.6 en todas las réplicas (Anexo 5) indicando de esta manera la reproducibilidad entre

grupos.

Se encontraron 42 proteinas con expresion diferencial (p<0.05, 2x aumento o
inhibicidn,) de las cuales 37 proteinas fueron inhibidas y 5 fueron sobreexpresadas en el
grupo resistente al péptido(Figura 27), estos spots con expresion diferencial fueron
escindidos vy tripsinizados para determinar su huella peptidica por espectrometria de
masas. Las huellas peptidicas que fueron exitosamente identificadas se listan en la Tabla
9. A continuacién el mapa de calor muestra claramente la expresion diferencial de estas
proteinas mediante intensidades de colores que varian de azul a rojo, las proteinas
inhibidas se muestran en tonalidades de azul, y las proteinas sobreexpresadas se
muestran en tonalidades de rojo (Anexo 11). Las proteinas involucradas en diversos
procesos celulares fueron inhibidas como la proteina catalitica N-acetilmuramil-L-alanina
amidasa “AmiB” (SPP 4414)y la enzima de restriccion EcoKl “hsdS” (SPP 3809) mientras
gue proteinas relacionadas en el transporte de solutos como la proteina de unién a soluto
importadora de Glutamato/aspartato “gltl” (SP7202) y la proteina periplasmatica de union
al molibdato “modA” (SPP 3003) fueron sobreexpresadas.
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Figura 27 Volcano plot de los spots del Experimento 2: E. coli O157H7 Control vs Resistente al P19. Los puntos por
encima de la linea punteada horizontal son los spots con significancia estadistica (p <0.05), Los puntos a la izquierda
y derecha de las lineas punteadas verticales son los spots con variacion bioldgica relevante: 2 veces superior a la
derechay 2 veces inferior a la izquierda.
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Tabla 9 Informacion bioquimica de las proteinas expresadas diferencialmente del Experimento 2, Identificadas a
partir de su huella peptidica por “MASCOT Peptide Mass Fingerprint”.
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Aclaraciones: *Numero de acceso; 2Peso molecular; *Punto Isoeléctrico; “Cambio de Expresion; *Puntaje basado
en la probabilidad de Mascot.
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5.7.2.2. Andlisis Bioinformético: Se realiz6 un analisis ontolégico de los genes
identificados en la Tabla 9 por medio del software PANTHER, se determiné que la
mayoria estan involucradas principalmente en procesos de localizacion (50%) seguido
de procesos metabdlicos (25%) y procesos celulares (25%), dentro de estos ultimos
destacan proteinas involucradas en el ciclo celular (13%) y la citocinesis (13%).

Metabolic Biological Process

process
25% \

Cell cycle

12%
Cellular
process
25%
Cytokinesis
13%

/
Localization

50%

Figura 28 Categorias funcionales de las proteinas expresadas diferencialmente por E. coli O157:H7 resistente al
peéptido P19, clasificadas por el software “Panther Classification System”.

Por medio de la herramienta STRING, se pudo inferir la posible asociacién funcional
entre el conjunto de proteinas identificadas (Figura 26), el grafico consta de 11 nodos
interconectadas de los cuales 7 fueron identificadas en este trabajo y 5 mas son utilizadas
como referencia para mejorar la resolucion del grafico. 6 proteinas mas que fueron

identificadas no lograron relacionarse en el grafico y aparecen como nodos sueltos.
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Figura 29 Interactoma de las proteinas expresadas diferencialmente E. coli O157:H7 resistente al péptido P19
(Experimento 2) construido por STRING v10.0.En la red predicha, las proteinas son representadas como nodos. Las
flechas color rojo indican las proteinas que fueron inhibidas y las flechas verdes indican las proteinas que fueron
sobreexpresadas. Los circulos con lineas punteadas amarillas son proteinas de transporte.

5.7.2.1. Discusion Experimento 2: Se investigaron los cambios metabdlicos generados en
E. coli, tras su exposicion prolongada a concentraciones subinhibitorias del péptido P19,
cabe resaltar que fueron necesarias alrededor de 50 pases sucesivos aumentando la
concentracion del péptido a cada pase para lograr obtener bacterias resistentes y
determinar cudles proteinas pueden estar involucradas en sus posibles mecanismos de

resistencia. Se pudo observar que la mayoria de proteinas fueron inhibidas en la cepa
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resistente, sin embargo 4 proteinas mostraron un aumento de su expresion entre ellas:
La proteina de union al molibdato periplasmatica “modA”, La proteina de transporte de
Fe (2+) “FeoA”, la proteina de unién a ATP importadora de glutamato/aspartato “gltL” y

la subunidad beta de la glicina t-RNA ligasa.

Es posible que se presente un desbalance en la captacion de nutrientes necesarios
para el funcionamiento de la maquinaria metabdlica de E. coli, razén por la cual se
observa una sobreexpresion de proteinas captadores de oligoelementos como la modA
y la feoA. La proteina modA se une al molibdato con alta especificad y afinidad, esta
involucrada en el transporte de molibdeno al interior de la célula (Rech et al. 1996), El
molibdeno es un oligoelemento esencial para la mayoria de los organismos vivos. Las
enzimas que contienen molibdeno son de naturaleza omnipresente y juegan papeles
importantes en los ciclos globales de nitrégeno, carbono y azufre. (Aguilar-Barajas et al.
2011) Por otra parte la proteina transportadora de Fe (2+), feoA, participa en la captaciéon
de iones Fe2+ (Kammler et al. 1993). El hierro es un nutriente esencial para la mayoria
de los organismos. Su importancia se debe a su papel como cofactor de proteinas en
procesos como la sintesis de precursores de ADN, la respiracion y el transporte de

oxigeno o como un portador de electrones (Lau et al. 2013; Grass 2006)

Otra ruta metabdlica que posiblemente se ve afectada por la accion del péptido es la
sintesis de proteinas, afectando tanto al ARN de transferencia como la sintesis de
aminoacidos, observandose la sobreexpresion de la proteina glyS encargada de acoplar
la glicina al t-RNA (Ibba y Sd6ll 2000), ademas de un aumento de la expresion gltL el cual
es parte del complejo transportador ABC Gltl implicado en la captacion de glutamato y
aspartato. Probablemente responsable del acoplamiento de energia al sistema de
transporte que desempefia un papel en la transduccién de la energia de unién e hidrolisis
de ATP a una amplia variedad de procesos fisiologicos en todos los estudios de especies
(Linton y Higgins 1998).

5.7.3. Experimento 3: Nanoparticulas vacias (NP) Control vs Nanoparticulas cargadas con
el péptido P19 (NPP19) sobre E. coli O157:H7.
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5.7.3.1. Analisis por PDQuest™ e identificacion por Mascot. Se obtuvieron un total de
6 geles 3 del grupo NP control (Anexo 12 B,C y D) y 3 del grupo NPP19 (Anexo 12 E, F
y G) el software PDQuest™ permitié detectar 600, 625 y 778 spots en las réplicas del
grupo NP control y 609, 728 y 691 spots en las réplicas del grupo NPP19. En este
experimento, los coeficientes de correlacion obtenidos estuvieron cercanos a 0,7 en

todas las réplicas (Anexo 5) indicando un alto grado de reproducibilidad entre grupos.

Del total de proteinas detectadas 58 tuvieron expresion diferencial (p<0.05, 2x
aumento o inhibicion,) de las cuales 48 fueron sobreexpresadas y 3 fueron inhibidas en
el grupo tratado con NPP19 (Figura 30). Los spots con expresion diferencial fueron
escindidos y tripsinizados para determinar su huella peptidica por espectrometria de
masas. Las huellas peptidicas que fueron exitosamente identificadas se listan en la Tabla
10, en el mapa de calor se observa que la mayoria de las proteinas en el grupo control
fueron inhibidas, este es un efecto contrario a lo observado en el experimento 1y 2
(Anexo 13), demostrando que el PLGA afecta el perfil proteébmico bacteriano, por otra
parte, solo dos proteinas fueron sobreexpresadas la proteina activadora transcripcional
de union al ADN “EvgA” (SPP5107) y la proteina glucosiltransferasa “YaiP” (SPP 1015).
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Figura 30 Volcano plot de los spots del Experimento 3: NP Control vs NPP19 en E. coli O157H7. Los puntos por
encima de la linea punteada horizontal son los spots con significancia estadistica (p <0.05), Los puntos a la izquierda
y derecha de las lineas punteadas verticales son los spots con variacion biolégica relevante: 2 veces superior a la
derechay 2 veces inferior a la izquierda.
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Tabla 10 Informacidn bioquimica de las proteinas expresadas diferencialmente del Experimento 3, Identificadas a
partir de su huella peptidica por “MASCOT Peptide Mass Fingerprint”.

SS Proteina N. Gen  Funcién Molecular Proceso PM2 P.I3 C. P- Scor
P acceso! Bioldgico (Da) E4 Valo 5
r
Glucosiltransfer - Actividad ligasa - Respuesta
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101 asano e yaiP transferasa estimulode 45363 9,22 -0,54 4,45 117
5 caracterizada 6 . o E-02
Yaip - Transferencia _de dafio del
grupos glucosilo ADN
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Autoinductor 2 ATPasa
importador de - Acoplado al
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6 Al E-02
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reductasa RutC
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140 | coracterizada  peas7e Y9 Respuestaabutan- 11052 926 898 26 75
5 Yghw W 1-ol E-02
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280 | biosintesisde  pyngng g SINtasa biosintético 49861 551 4858 9 60
9 triptéfano - Actividad de de triptofano E-02
TrpCF fosforribosilantran P

ilasa isomerasa
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Aclaraciones: *Numero de acceso; 2Peso molecular; *Punto Isoeléctrico; “Cambio de Expresion; *Puntaje basado
en la probabilidad de Mascot.
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5.7.3.2. Analisis Bioinformético Se realiz6 un andlisis ontologico de los genes
identificados en la Tabla 10 por medio del software PANTHER, se determin6é que la
mayoria estan involucradas principalmente en procesos celulares (40%) y en menor
medida en procesos metabodlicos (30%), procesos de localizacion (20%), respuesta a
estimulos (10%). Los procesos metabdlicos fueron clasificados en 4 subcategorias: los
procesos biosintéticos, procesos metabdlicos de compuestos nitrogenados Yy

compuestos fosfatados, y procesos metabdlicos primarios (Figura 31).

Biological Process

Response to
i
Localization| -
20%

stimulus
MRS 0
/_ 4%
Nitrogen compound
-\ metabolic process
7%
Metabolic process
30% Phosphate -containing
compound metabolic
process
\ 8%

10%
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Figura 31 Categorias funcionales de las proteinas expresadas diferencialmente por E. coli O157:H7 al ser
tratadas con NPP19, clasificadas por el software “Panther Classification System”.

Por medio de la herramienta en linea STRING, se pudo inferir la posible asociacion
funcional entre el conjunto de proteinas identificadas (Figura 32), se obtuvo un grafico de
11 nodos interconectados (6 nodos identificados en la tabla 1 y 5 nodos de soporte para
mejorar la resolucién del gréafico). 6 proteinas no pudieron relacionarse en el entramado
yaiP, rhsk, evgA, yghW y norV.
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emtA

Figura 32 Interactoma de las proteinas expresadas diferencialmente E. coli 0157:H7 al ser tratadas con NPP19
(Experimento 1) construido por STRING v10.0.En la red predicha, las proteinas son representadas como nodos. Las
flechas color rojo indican las proteinas que fueron inhibidas y las flechas verdes indican las proteinas que fueron
sobreexpresadas. Las lineas punteadas con rojo se muestran las proteinas involucradas en procesos energéticos.

5.7.3.1. Discusioén Experimento 3

Se estudio el efecto del péptido nanoencapsulado en E. coli, el cual tuvo un CMlso mas
bajo que el péptido libre sin embargo tanto el CMlgo como el CMB fue mucho més alto,
lo que indica que es posible que se presentaran mecanismos de accion diferentes entre
el péptido libre y encapsulado. Por medio de los analisis protedmicos se pudo evidenciar
gue rutas metabolicas diferentes son activadas, posiblemente por la presencia del PLGA,



102
ESTUDIO PROTEOMICO DE SARM Y E. coli 0157:H7 FRENTE A LA ACCION DEL PEPTIDO SINTETICO
ANTIMICROBIANO P19 EN FORMA LIBRE Y NANOENCAPSULADO

el cual al degradarse puede influir de dos formas sobre E. coli, (i) sometiendo a la bacteria
al stress del medio acido por la presencia del acido lactico y glicolico (ii) y por otra parte
estos compuestos pueden servir como fuente de energia para la bacteria (Bala et al.
2004).

La respuesta de E. coli a la acidificacion del medio se logré observar en el grupo
control en el que se observa la sobreexpresién de dos proteinas la glucosil transferasa
“YaiP” y el activador transcripcional de union al ADN “EvgA”. La proteina YaiP se activa
en respuesta al estimulo de dafio al ADN celular (Winterberg et al. 2005), y la proteina
"evgA" que es miembro del sistema regulador de dos componentes EvgS / EvgA el cual
activa el sistema PhoQ / PhoP a través de la pequefa proteina de membrana SafA.
(Eguchi et al. 2007), Esta via también contribuye a la resistencia a los acidos. Se ha
encontrado que la resistencia a los acidos es un sistema critico para la supervivencia de
E. coli, y que varios factores estan involucrados en este sistema. EvgA también regula la
expresion del operén con mdtEF, que codifica una bomba de efusién multidrogas que
confiere resistencia a multiples farmacos en E. coli. (Foster 2004).

Por otra parte en E. coli tratado con las nanoparticulas cargadas con el péptido
NPP19, se observé la sobreexpresion de mudltiples proteinas (Figura 30), un efecto
contrario al observado en E. coli tratada con el péptido libre (Figura 24) en su mayoria
proteinas involucradas en procesos celulares y metabdlicos, como la proteina putativa
‘RhskE” y el sistema transporte de taurina TauC. Los sistemas Rhs representan
reservorios de la diversidad de proteinas de inmunidad a toxinas las cuales pueden
movilizarse y desplegarse cuando sea necesario (Hayes et al. 2014), y la proteina TauC
la cual se activa en respuesta a la inanicion de sulfato provoca una mayor sintesis de
varias proteinas implicadas en la obtencién de azufre de fuentes alternativas (Eichhorn
et al. 2000).

5.7.4. Experimento 4: Control vs tratamiento con P19 sobre SARM.

5.7.4.1. Andlisis por PDQuest™ e identificacion por Mascot
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Se realizé un analisis comparativo proted6mico entre los grupos control vs tratamientos,
y se determinaron las proteinas expresadas diferencialmente que posiblemente se
encuentran implicadas en la respuesta de SARM frente a la accion del péptido
antibacteriano P19. Dentro de lo evaluado con el software PDQuest™ se detectaron un
total de 123, 118 y 116 proteinas (spots) en las respectivas réplicas de geles dados para
el grupo control (Anexo 14 B, C, D). y un total de 255, 296 y 153 spots en los geles del
tratamiento con el péptido (Anexo 14 E, F, G). los coeficientes de correlacion obtenidos
fueron superiores a 0,6 en todas las réplicas (Anexo 5) indicando de esta manera la

reproducibilidad entre grupos.

La comparacién obtenida entre el grupo control y el tratado (t-student p<0.05;
proteinas con variacion relevante de un cambio de superior o igual a 2 e inferior a 2
veces) mostro la expresion diferencial de proteinas implicadas en diferentes procesos
biologicos. Los spots con expresion diferencial fueron escindidos y tripsinizados para
determinar su huella peptidica por espectrometria de masas. Las huellas peptidicas que
fueron exitosamente identificadas se listan en la Tabla 11. Alrededor de 20 spots fueron
expresados diferencialmente en el grupo tratado con el péptido P19, de los cuales un
total de 11 proteinas tuvieron algun nivel de inhibicion y 9 proteinas se sobreexpresaron
(Figura 33). Los mapas de calor (Anexo 15) revelan la expresion diferencial mediante
intensidades de colores a través de las réplicas entre los grupos, en este caso, los spots
identificados con color azul muestran inhibicion y el color rojo muestran sobreexpresion
en el grupo tratado. En este caso se observa que la mayoria de proteinas expresadas
diferencialmente (8) fue inhibida en el grupo tratado, mientras que otras 5 proteinas son
sobre expresadas.
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Figura 33 Volcano plot de los spots del Experimento 4: Control vs Tratamiento con P19 en SARM. Los puntos
por encima de la linea punteada horizontal son los spots con significancia estadistica (p <0.05), Los puntos a la
izquierda y derecha de las lineas punteadas verticales son los spots con variacién biol6gica relevante: 2 veces
superior a la derechay 2 veces inferior a la izquierda.



ESTUDIO PROTEOMICO DE SARM Y E. coli 0157:H7 FRENTE A LA ACCION DEL PEPTIDO SINTETICO
ANTIMICROBIANO P19 EN FORMA LIBRE Y NANOENCAPSULADO

105

Tabla 11 Informacion bioguimica de las proteinas expresadas diferencialmente del Experimento 4, Identificadas

a partir de su huella peptidica por “MASCOT Peptide Mass Fingerprint”.
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5.7.4.2. Andlisis Bioinformatico

Del conjunto de proteinas que presentaban una expresion diferencial en el grupo
tratado, se lograron identificar exitosamente de 14 proteinas (Tabla 11). Las proteinas
identificadas se clasificaron por medio del software PANTHER de acuerdo con su funcién
biologica (Figura 34) en (i) procesos metabdlicos (50%) subclasificados a su vez en
procesos biosintéticos (10%), metabolismo de compuestos nitrogenados (10%),
procesos celulares (5%), y procesos metabdlicos primarios (25%); (ii) procesos celulares
(40%) vy (iii) organizacién de los compuestos celulares o biogénesis (10%).

Biological Process
Cellular process Biosynthetic

40% \ process
10%
Nitrogen compound
metabolic process
10%
Metabolic process

50% Cellular process

5%

Primary
metabolic
process

Cellular component /

organization or
biogenesis
10%

Figura 34 Categorias funcionales de las proteinas expresadas diferencialmente por SARM al ser tratadas con el
péptido P19, clasificadas por el software “Panther Classification System”.

Dentro de los resultados obtenidos con el software STRING v10.0 utilizado para
predecir las interacciones entre proteinas y sus rutas metabdlicas (interactoma),
encontramos una relacién tedrica o experimentalmente determinada para 9 proteinas.
Por ejemplo, en la ruta principal se observa la coexpresion (linea negra) de dos proteinas
inhibidas en el tratamiento con el P19, la proteina de recombinaciéon RecR (-0,72 veces)
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y UDP-N-acetilglucosamina-N-acetilmuramil pirofosril undecaprenol N-acetilglucosamina

transferasa (murG, -0,97 veces) (Figura 35).

mglA

.

CTC_00909

N e m a m— - -t

Figura 35 Interactoma de las proteinas expresadas diferencialmente en SARM al ser tratadas con el péptido P19
(Experimento 4) construido por STRING v10.0.En la red predicha, las proteinas son representadas como nodos. Las
flechas color rojo indican las proteinas que fueron inhibidas y las flechas verdes indican las proteinas que fueron
sobreexpresadas. Las zonas delimitadas por la linea punteada roja corresponden a proteinas involucradas en los
procesos de replicacién, transcripcion y traduccion.

5.7.4.1. Discusion Experimento 4

Se investigo el efecto del péptido P19 a corto plazo sobre SARM, se evidencio que la
mayoria de proteinas se sobreexpresaron en el grupo tratado entre ellas la proteina 50S
ribosomal L20 (257,32 fold), involucrada principalmente en el ensamble estructural del
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ribosoma, y en la regulacién del RNAr durante los procesos de traduccion (Raibaud et
al. 2003). Esta sobreexpresion podria ser una de las consecuencias de la accion del
péptido por medio de la desestabilizacién de las subunidades ribosomales, las cuales
desempeiian funciones esenciales en casi todos los aspectos del metabolismo celular,
incluido el transporte de proteinas, el empalme de ARN, la formacion de enlaces
peptidicos y la regulacion traduccional (Aseev y Boni 2011). Ademas, cabe resaltar que
particularmente el gen codificante de la proteina 50S ribosomal L20 es uno de los genes
clasificados como targets esenciales para el desarrollo de nuevos antibidticos frente a S.

aureus (Forsyth et al. 2002).

Una consecuencia similar fue la expresion diferencial de la proteina GTPasa Der (-
0,71 fold), un factor novedoso involucrado en el crecimiento celular bacteriano, la
biogénesis y estabilidad de las subunidades ribosomales del 50S en E. coli (Hwang y
Inouye 2006; Hwang y Inouye 2010), siendo claro que el ribosoma ademas de cumplir
roles fundamentales para el funcionamiento celular, es uno de los blancos principales del
péptido P19.

Por otra parte, los productos de los genes recF, recO y recR han sido asociados
previamente con procesos de recombinacion y reparacion de ADN bacteriano frente a
algunas condiciones de estrés, mediante la interaccion con RecA y con la proteina de
unién al ADN monocatenario (Ssb), la cual es crucial para la replicacion celular (Umezu
et al. 1993; Hegde et al. 1996). Por otro lado, murG es una proteina importante en los
procesos de sintesis/ensamble de peptidoglicano, moléculas estructurales de la pared
celular bacteriana (Mohammadi et al. 2007). De esta manera, la coexpresion y la
inhibicion de estas dos proteinas posiblemente se relaciona con la supresiéon del ciclo
celular y la divisién celular, asi como la organizacién de la pared celular como posibles
efectos del péptido P19 en SARM.

5.7.5. Experimento 5: SARM Control vs Resistente al P19.

5.7.5.1. Anélisis por PDQuest™ e identificacion por Mascot
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Para el andlisis comparativo entre el control vs la expresion de las proteinas de SARM
resistente al péptido P19 se obtuvieron 6 geles 3 del grupo control (Anexo 16 B,Cy D) y
3 del grupo resistente al P19 (Anexo 16 E, Fy G) por medio del software PDQuest™ se
lograron identificar 144, 151 y 162 spots en las réplicas del grupo control y 214, 248 y
234 spots en las réplicas del grupo tratado. Los coeficientes de correlacion obtenidos
fueron superiores a 0,6 en todas las réplicas (Anexo 5) indicando de esta manera la

reproducibilidad entre grupos.

En la comparacion obtenida entre el grupo control y la cepa resistente al péptido (t-
student p<0.05) se evidencio la expresion diferencial de proteinas relacionadas con
diferentes procesos biologicos. En este experimento, 15 spots fueron expresados
diferencialmente en SARM resistente, de los cuales un total de 11 proteinas fueron

inhibidas y 4 proteinas altamente expresada en el grupo resistente (Figura 36).

El mapa de calor revela la expresion diferencial mediante intensidades de colores a
través de las réplicas entre los grupos, los spots identificados con color azul muestran
inhibicidn, mientras que el color rojo muestra sobreexpresion(Anexo 17). Se observé una
inhibicion en la mayoria de proteinas en el grupo resistente mientras que solo 4 fueron

sobreexpresadas entre ellas el sistema captador de tungsteno “TupC” (SPP 502).
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Figura 36 Volcano plot de los spots del Experimento 5: SARM Control vs Resistente a P19. Los puntos por encima
de la linea punteada horizontal son los spots con significancia estadistica (p <0.05), Los puntos a la izquierda y
derecha de las lineas punteadas verticales son los spots con variacion bioldgica relevante: 2 veces superior a la
derechay 2 veces inferior a la izquierda.
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Tabla 12 Informacion bioquimica de las proteinas expresadas diferencialmente del Experimento 5, Identificadas
a partir de su huella peptidica por “MASCOT Peptide Mass Fingerprint”.
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5.7.5.2. Andlisis Bioinformatico

Del grupo de proteinas que presentaban una expresion diferencial en el grupo tratado,
se lograron identificar exitosamente un total de 13 proteinas en la cepa resistente al P19
(Tabla 12). Las proteinas identificadas se clasificaron de acuerdo con su funcion
biologica (Figura 37) en (i) procesos metabdlicos (63%) subclasificados a su vez en
procesos biosintéticos (14%), metabolismo de compuestos nitrogenados (14%), y

procesos metabolicos primarios (35%); v (ii) procesos celulares (37%).

Biological Process

Biosynthetic process

.-
— metabolic process

14%

Cellular process Metabolic process
37% 63%

Primary metabolic
= process
35%

Figura 37 Categorias funcionales de las proteinas expresadas diferencialmente por E. coli O157:H7 al ser
tratadas con el péptido P19, clasificadas por el software “Panther Classification System”.

El interactoma fue obtenido con el software STRING v10.0 para evaluar las
interacciones entre proteinas. Se encontré una relacion teérica o experimentalmente
determinada para 13 proteinas (nodos), de los cuales la mayoria presenta coexpresion

entre estas (lineas negras), por ejemplo, se observa la interaccion entre la proteina
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guenina RNAt ribosiltransferasa (tgt, -0,64 fold), con la ATP sintasa subunidad B (atpF, -
1,00 fold), y la proteina iniciadora de la de la replicacién cromosomal (dnaA, -0,90 fold);
siendo esta ultima la proteina central de las interacciones (nodo rojo) (Figura 38).

Figura 38 Interactoma de las proteinas expresadas diferencialmente E. coli O157:H7 al ser tratadas con el
péptido P19 (Experimento 1) construido por STRING v10.0.En la red predicha, las proteinas son representadas como
nodos. Las flechas color rojo indican las proteinas que fueron inhibidas y las flechas verdes indican las proteinas que
fueron sobreexpresadas. En las zonas delimitadas con la linea punteada azul y verde corresponden a proteinas
involucradas en procesos de replicacion, transcripcion, y procesos de metabolismo energético, respectivamente.

5.7.5.1. Discusion Experimento 5

Se procedié a inducir la resistencia de SARM al péptido P19 para identificar los
posibles blancos de futuros péptidos antimicrobianos, se logré identificar la
sobreexpresion de la proteina iniciadora de la replicacion cromosomal DnaA, la cual
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contiene un unico origen de replicacion (oriC) en los cromosomas eubacterianos. Esta
proteina se une de manera dependiente de ATP a oriC para iniciar la formacién del
complejo de iniciacion de la replicacion y posteriormente del replisoma (Messer 2002;
Murray y Errington 2008). La inhibicion presentada por DnaA junto con la ATP sintasa
subunidad b, proteina implicada en el metabolismo energético y sintesis de ATP
(coexpresion dada por el interactoma), da indicios del bloqueo o la detencion de la
replicacion cromosomal por parte de SARM resistente al P19, dado que el complejo
DnaA-ATP se convierte en cada ciclo a DnaA-ADP, y una vez convertida a ADP la

proteina no puede iniciar la replicacion sin ATP.

Por otro lado, uno de los mecanismos reportados para alcanzar resistencia a los
tratamientos antimicrobianos y a las terapias anticancerigenas es a través del eflujo
activo de los farmacos, mediante la accion de proteinas dependientes de ATP en la
membrana celular (Szczepanowski et al. 2004; Hollenstein et al. 2007). La
multiresistencia a farmacos es un fenémeno atribuido a la expresion de transportadores,
principalmente los pertenecientes a la familia de transportadores de tipo ABC (ATP-
binding cassette) en la membrana celular (Kerr et al. 2005); estan caracterizados por
tener una amplia especificidad de sustratos transportando de forma activa compuestos

de distinta naturaleza (Calcagno et al. 2007; Alvarez de Felipe y Pulido Duarte 2008).

Parte de un complejo de transportadores ABC se encuentra limitado a los sistemas
biolégicos de archaea y bacterias y esta compuesto por dos proteinas de unién a ATP
(TupC), dos proteinas transmembranales (TupB) y una proteina de uniéon a solutos
(Bevers et al. 2006). Uno de estos complejos esta involucrado especificamente en la
incorporacion de tungsteno, uno de los metales presentes en las principales enzimas que
catalizan la transferencia de atomos de oxigeno (Makdessi et al. 2001; Otrelo-Cardoso
et al. 2017; Bevers et al. 2006).

En este estudio, la proteina del sistema de unién a ATP para la toma de tungsteno
TupC fue la Unica proteina identificada que tuvo una alta expresion en la cepa de SARM
resistente al péptido P19 (404,58 fold). Esta accion podria ser un intento de la bacteria

para buscar un recurso necesario para la disminucién intracelular del péptido mediante
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su transporte activo. De manera similar, este cambio ha sido previamente reportado en
un analisis transcriptomico de SARM tratado con el antibiético de rodomirtona, en el cual
se observo la sobreexpresion de cuatro genes codificantes para transportadores ABC
(dos genes codificantes para proteinas de unién a ATP) (Sianglum et al. 2012).

Ademas, las modificaciones post-transcripcionales del ARN son muy importantes ya
qgue pueden alterar las propiedades quimicas y fisicas de los nucleétidos, resultando en
un aumento de la eficiencia de las funciones del ARN. De todos los tipos de ARN, el
ARNt exhibe el mayor nimero de modificaciones post-transcripcionales logrando que
exista un control de la expresion génica que permite que las bacterias puedan sobrevivir
a diferentes entornos (Shippy y Fadl 2014; Chopra y Reader 2015). La proteina quenina
RNAt ribosiltransferasa (inhibida en este experimento) esta involucrada en la biosintesis
del queuosina ARNt, que hace parte de la modificaciéon del ARNt. Estudios recientes
también indican que su expresion disminuye o se inhibe en algunas bacterias resistentes
a algun tipo de antibiético, como por ejemplo, Aeromonas hydrophila resistente a la
novobiocina y la rifampicina (Pridgeon et al. 2013), y a SARM tratada con rodomirtona
(Sianglum et al. 2012), posiblemente afectando su sobrevivencia en el entorno.

5.7.6. Experimento 6: Nanoparticulas vacias NP Control vs nanoparticulas cargadas
con el péptido P19 (NPP19).

5.7.6.1. Andlisis por PDQuest™ e identificacion por Mascot

Para el andlisis comparativo entre el grupo control con nanoparticulas vacias (NP) vs
el tratamiento con las nanoparticulas cargadas con el péptido P19 (NP-P19) Se
obtuvieron 6 geles 3 del grupo control (Anexo 18 B,C y D) y 3 del grupo resistente al P19
(Anexo 18 E, F y G) por medio del software PDQuest™ se detectaron un total de 236,
169 y 224 spots en las réplicas del grupo NP, y un total de 216, 130y, 222 spots para el
grupo de NP-P19. Asimismo, los coeficientes de correlacion obtenidos fueron superiores
a 0,6 en todas las réplicas (Anexo 5) indicando de esta manera la reproducibilidad entre

grupos.
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En la comparacion obtenida entre NP y NP-P19 (t-student p<0.05) se evidencio la
expresion diferencial de proteinas relacionadas con diferentes procesos biolégicos. En
este experimento, 18 spots fueron expresados diferencialmente en NPP19, de los cuales
un total de 12 proteinas fueron inhibidas y 6 proteinas fueron sobreexpresadas (Figura
39). Los spots con expresion diferencial fueron escindidos y tripsinizados para determinar
su huella peptidica por espectrometria de masas. Las huellas peptidicas que fueron
exitosamente identificadas se listan en la Tabla 13, con estas proteinas fue construido el
mapa de calor (Anexo 19), el cual revela la expresion diferencial mediante intensidades
de colores a través de las réplicas entre los grupos, los spots identificados con color azul
muestran inhibicion, mientras que el color rojo muestra sobreexpresion. En este caso la

mayoria de proteinas del grupo tratado con NPP19 fue sobreexpresado.
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Figura 39 Volcano plot de los spots del Experimento 6: NP Control vs NPP19 en SARM. Los puntos por encima
de la linea punteada horizontal son los spots con significancia estadistica (p <0.05), Los puntos a la izquierda y
derecha de las lineas punteadas verticales son los spots con variacion biol6gica relevante: 2 veces superior a la
derecha y 2 veces inferior a la izquierda.
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Tabla 13 Informacion bioguimica de las proteinas expresadas diferencialmente del Experimento 6, Identificadas

a partir de su huella peptidica por “MASCOT Peptide Mass Fingerprint”.
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5.7.6.2. Andlisis Bioinformatico

Se realiz6 un analisis ontologico de los genes identificados en la Tabla 13 por medio
del software PANTHER vy se clasificaron de acuerdo con su funcion bioldgica (Figura 40)
en (i) procesos metabdlicos (40%) subclasificados a su vez en procesos biosintéticos
(4%), metabolismo de compuestos nitrogenados (12%), procesos celulares (8%),
procesos metabdlicos de compuestos fosfatos (4%), y procesos metabdlicos primarios
(12%); (ii) procesos celulares (40%), (iii) organizacién de los compuestos celulares o
biogénesis (10%), (iv) reproduccién (5%), y (v) respuesta a estimulos (5%).

Biological Process

Reproduction Response to stimulus

5% 5%
\ Cellular process

8%

Biosynthetic
process

Nitrogen

Metabolic process compound

40%

Cellular process
40%

Phosphate-
containing
compound

Primary metabolic
/ process

Cellular component organization or
biogenesis

Figura 40 Categorias funcionales de las proteinas expresadas diferencialmente por SARM al ser tratadas con
NPP19, clasificadas por el software “Panther Classification System”.

En el interactoma (Figura 41) se encontrd una relacién teérica o experimentalmente
determinada entre 15 proteinas (nodos). Un posible blanco de accién es la coexpresion
(linea negra) de las proteinas adenina fosforibosiltransferasa (aptF) junto con el factor de
elongacion G (fusA); esta interaccion ha sido previamente determinada

experimentalmente (linea fucsia). A su vez, fusA presenta una asociacion con la proteina
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ribosomal 30S S9 (rpsl), y esta con la proteina RNAt pseudouridinasintasa B (truB, -0,71

fold) (lineas fucsias y negras).

namA

-~
Figura 41 Interactoma de las proteinas expresadas diferencialmente en SARM al ser tratadas con NPP19

(Experimento 1) construido por STRING v10.0.En la red predicha, las proteinas son representadas como nodos. Las
flechas color rojo indican las proteinas que fueron inhibidas y las flechas verdes indican las proteinas que fueron
sobreexpresadas. La zona delimitada con azul corresponde a proteinas involucradas en procesos de reparacion de
ADN y traduccion. Las proteinas en la zona delimitada con la linea verde corresponden a proteinas responsables de
procesos de sintesis de componentes de membrana y pared celular.

5.7.6.1. Discusién Experimento 6

Finalmente se investigo el efecto de la nanoencapsulacion del péptido P19 en el perfil
proteémico de SARM, se evidencié una ruta adicional para dar respuesta al estrés

causado por el péptido P19. Esta via esta relacionada con la modificacién de la carga
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superficial de la envoltura celular, ya que la mayor sobreexpresion proteica en el grupo
tratado con las NPP19 fue de la histidinol deshidrogenasa (30,91 fold). Esta es una de
las enzimas implicadas en la biosintesis de histidina, esta es una via de multiples pasos
presente en arqueobacterias, bacterias, hongos y plantas, pero ausente en los
mamiferos. Esto hace que su ruta biosintética sea un objetivo para la actividad de
herbicidas, agentes antifiingicos y antibiéticos (Barbosa et al. 2002; Kulis-Horn et al.
2014; Ruszkowski y Dauter 2017). La L-histidinol deshidrogenasa (HDH), cataliza los dos
ultimos pasos en la biosintesis de L-histidina y asimismo, se ha reportado que es esencial
para la replicacion y supervivencia de bacterias asociadas a diversas infecciones, tales
como la brucelosis y la tuberculosis (Abdo et al. 2007; Joseph et al. 2007; Barbosa et al.
2002).

Esto sugiere un incremento estimulado de histidina (aminoacido cargado
positivamente en condiciones fisiolégicas) a la pared celular bacteriana, aumentando de
esta manera su carga positiva y a su vez, disminuyendo la interaccién electrostatica con

las nanoparticulas.

Similar a lo evidenciado para los otros tratamientos, se sigue encontrando el ataque a
las rutas de sintesis energética. La proteina adenina dosforibosiltransferasa (aptF)
implicada en la formacién de AMP se inhibe presentando un desbalance del metabolismo
energético necesario para cumplir los procesos funcionales cruciales para el desarrollo
celular (Hochstadt-Ozer 1972; Harold 1972). AtpF también ha sido identificada en el
proteoma de la bacteria resistente a otro tipo de estrés ambiental como lo es la radiacion

Deinococcus geothermalis (Liedert et al. 2010).

Finalmente, la alta expresién del factor de elongacion G (fusA), proteina que cataliza
la etapa de translocacion ribosomica dependiente de GTP durante el alargamiento de la
traduccién, demuestra un intento por mantener el crecimiento bacteriano que depende
significativamente de la sintesis de proteinas catalizada por el ribosoma (Grinter et al.
2016; Zhu et al. 2016).
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6. Conclusiones

El péptido sintético antibacteriano P19 presento una fuerte accion antibacteriana sobre
E. coli O157:H7 y SARM (CMIls0 12,5y 1,5 uM, respectivamente. Tabla) comparable con
los péptidos naturales mas estudiados (LL-37, la plectasina y nisina). Con base en los
resultados obtenidos en el CMlI y CMB se determind, que el P19 tiene actividad
bactericida en E. coli O157:H7 y bacteriostatico en SARM.

Se determiné la relacién optima de péptido/polimero en términos de porcentaje de
encapsulamiento, tamafio y carga superficial, en 8 ug de P19/ pg PLGA. A partir de los
resultados de capacidad de carga y perfil de liberacion (Figura 17 y Figura 18) se ha
propuesto un modelo de nanocapsulas con nucleo acuoso (Figura 16). Por medio la
estrategia de nanoencapsulacion se logré mejorar la actividad antibacteriana del péptido
sintético P19 sobre SARM y E. coli O157:H7, disminuyendo la CMIso 2 y 4 veces
respectivamente, de esta forma es posible que el indice terapéutico del P19 haya
mejorado, sin embargo, es necesario realizar los experimentos pertinentes de

citotoxicidad para determinar exactamente el indice terapéutico de las NPP19.

Posteriormente se explord la posibilidad de inducir resistencia al PAM P19 en las
cepas de E. coli O157:H7 y SARM, con el objetivo de estudiar posibles cambios
metabdlicos a largo plazo debido a la exposicion al péptido. El desarrollo de resistencia
al P19 se logré al cabo de 50 pases en ambas bacterias. En E. coli 0157:H7 la CMIso
aumento cuatro veces, mientras que en SARM aumentd 33 veces. Se compararon los
resultados obtenidos en este trabajo, con el de otros autores utilizando un farmaco
convencional como la ciprofloxacina, se observd una mayor dificultad para generar
resistencia al P19 en E. coli y SARM, siendo necesario el doble de pases y un mayor
tiempo de exposicion al péptido, para conseguir niveles de resistencia comparables a los

del farmaco convencional.

El estudio de la expresion diferencial del proteoma de E. coliy SARM permitio observar

estrategias de resistencia al PAM P19 muy interesantes como: (I) la sobreexpresion de
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proteinas de importadoras de nutrientes (Exp. 2); (II) sobreexpresién de proteinas
involucradas en la reparacion de ADN y proteinas involucradas en la sintesis de
componentes de la membrana y pared celular (Exp. 3 y 6); y (lll) sobreexpresion de

reguladores de lisogenizacion.

Finalmente, se logré identificar tanto en E. coli como en SARM un posible mecanismo
de accion del P19 a nivel celular, inhibiendo la proteina murG, la cual es una
glucosiltransferasa bacterial que se encuentra localizada en la membrana interna
bacteriana, y esta involucrada en la biosintesis de péptidoglicano. Esta enzima esta
presente en todos los organismos que sintetizan peptidoglicano y es uno de los
principales objetivos para el disefio de nuevos antibioticos. Sin embargo, estos

resultados deben corroborarse por medio de técnicas moleculares complementarias.
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Anexo 1 Curva de Calibracion del PAM P19 en agua por UV-VIS, las medidas se realizaron a 2=260nm.
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Anexo 2 Curva de Calibracion del PAM P19 en agua por HPLC, las medidas se realizaron a 2=260nm.
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Anexo 3 Curva de calibracion de las CFU Vs Absorbancia.

Anexo 4 Valores de absorbancia obtenidos en el perfil de liberacion in vitro Figura 18.

Tiempo Area . . ‘g
Promedio Desv. %liberacion  desv. %
(m) (n=3)

1 2.896 0.961 10.604 3.518
10 10.213 0.090 37.388 0.330
20 14.043 0.519 51.408 1.899
60 12.393 1.536 45.366 5.622
120 14.566 0.760 53.320 2.782
240 15.215 1.301 55.698 4.763
480 15.986 1.841 58.519 6.739
720 19.896 1.756 72.831 6.429

1440 22.723 2.293 83.183 8.395

2880 26.071 0.404 95.438 1.481
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Anexo 5 Resumen general de los spots encontrados en los diferentes experimentos, los geles con coeficientes de correlacion de 1,000 corresponden a los geles de referencia
utilizados para construir los master gel de cada experimento.

Microorganismo Grupo Nombre Spots Matched % Match 12 % Match 2° Coef. Corr.
EXp. del Gel
C1-1* 475 475 100 100 1,000
Control® Cc2-1 410 200 49 42 0,630
1 C3-1 409 249 61 52 0,695
T1-1 250 225 90 47 0,663
Tratamiento® T2-1 184 182 99 38 0,606
T3-1 180 178 99 37 0,601
C1-2* 280 280 100 100 1,000
Sensible® C2-2 252 176 70 63 0,761
. C2-2 239 151 63 54 0,705
E.coll O157H7 1 2 R1-2 110 105 95 38 0,601
Resistente® R2-2 109 108 99 39 0,608
R3-2 115 111 97 40 0,615
C1-3 600 gee 56 55 0,709
NP®) C2-3 625 367 59 60 0,745
3 C3-3 778 325 42 53 0,701
N1-3* 609 609 100 100 1,000
NPP19®) N2-3 728 335 46 55 0,712
N3-3 691 322 47 53 0,698
Cil-4 123 118 96 40 0,616
Control® C2-4 118 112 95 38 0,603
4 C3-4 116 115 99 39 0,610
SARM T1-4 255 212 83 72 0,816
Tratamiento® T2-4* 296 296 100 100 1,000
T3-4 153 151 99 51 0,686
: C1-5 144 139 97 56 0,718
° sEnslilEt c25 151 135 89 54 0,708
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C3-5 162 131 81 53 0,698

R1-5 214 158 74 64 0,766

Resistente® R2-5*% 248 248 100 100 1,000

R3-5 234 136 58 55 0,710

C1l-6* 236 236 100 100 1,000

NP®) C2-6 169 93 55 39 0,613

6 C3-6 224 212 95 90 0,931
N1-6 216 112 52 47 0,664

NPP19®) N2-6 130 104 80 44 0,643

N3-6 222 124 56 53 0,696

(1) Bacteria en ausencia de P19; (2) Bacteria expuesta a P19 por 2 horas; (3) Bacteria sensible a P19; (4) Bacteria resistente a P19 producto de seleccion
artificial; (5) Bacteria expuesta a nanoparticulas vacias; (6) Bacteria expuesta a nanoparticulas cargadas con P19; (*) Gel de referencia utilizado para construir

el master gel;(a) Match de los spots del gel incluidos en el Master; (b) Match de los spots del gel vs los spots totales del master.
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Anexo 6 Espectro de masas de uno de los spots de interés del experimento 1.
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4/12/2017 Concise Summary Report (../data/20171204/F TmtOeHth.dat)

Yainc: Mascot Search Results

User : Nicolas Gomez

Email : nicosebasemi@gmail.com

Search title

Database : SwissProt 2017_11 (556196 sequences; 199341870 residues)

Taxonomy : Escherichia coli (23831 sequences)

Timestamp : 4 Dec 2017 at ©5:39:00 GMT

Top Score : 126 for GLTI_ECOLI, Glutamate/aspartate import solute-binding protein 0S=Escherichia coli (strain K12) GN=gltI PE=1 SV=2

Mascot Score Histogram

Protein score is -10*Log(P), where P is the probability that the observed match is a random event.
Protein scores greater than 56 are significant (p<0.05).

w
2
8
=
G
[=}
o \ \
g
=
2
N \
o T T Lm— T p— T — T T
[ G 100

Protein Score

Concise Protein Summary Report

| Format As | | Concise Protein Summary ¥ Help
Significance threshold p< 0.05 Max. number of hits AUTO
Preferred taxonomy | All entries v

| Re-Search All | | Search Unmatched |

1. GLTI_ECOLI Mass: 33513 Score: 126 Expect: 5.8e-89 Matches: 9
Glutamate/aspartate import solute-binding protein OS=Escherichia coli (strain K12) GN=gltI PE=1 SV=2
¥II0 ECOLI Mass: 21B69 Score: 29 Expect: 29 Matches: 3
Putative inactive recombination-promoting nuclease-like protein ¥jiQ OS=Escherichia coli (strain K12) GN=yjiQ PE=5 Sv=1
GPMA_ECO24 Mass: 2B571 Score: 27 Expect: 47 Matches: 3
2,3-bisphosphoglycerate-dependent phosphoglycerate mutase 05=Escherichia coli 0139:H28 (strain E24377A / ETEC) GN=gpmA PE=3 SV=1

Search Parameters

Type of search : Peptide Mass Fingerprint
Enzyme : Trypsin

Fixed modifications : Carbamidomethyl (C)
Mass values : Monoisotopic

Protein Mass ¢ Unrestricted

Peptide Mass Tolerance : % ©.75 Da

Peptide Charge State : 1+

Max Missed Cleavages H

Number of queries HE-]

Anexo 7 Informe de Mascot, de la busqueda por huella peptidica, puntajes superiores a 56 son considerados significativos (p<0.05).
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Anexo 8 A: se muestra la imagen del Master obtenido en el Exp. 1 el cual compara en E. coli O157H7 el grupo Control vs el

grupo resistente al péptido como se describe en la Tabla 4; B-G: se muestran las tres réplicas de cada grupo. Los puntos en rojo
sefialan los spots diferencialmente expresados con significancia estadistica (P<0,05).
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S5P 8503
S5P 6206 <2
S5P 5403 -2--1,43
S5P 8106 143- 086
ssp 0Ll -0,86--0,29
SPELL -0,29-0,29
S5P 8110
0,29-0,86
55F 8401
0,86-1,43
S5P 8102
1,43-2
SSP 7807
=2
SSP 3502
SSP 2612
S5P 1204
S5P 0B06
S5P 0301
S5P 6503
55P 5415
T3 T1 T2 c3 Cc1 c2

Anexo 9 Mapa de calor del experimento 1 representado la diferencia en la expresion de las proteinas con significancia estadistica
(valor de p <0.05) y variacion biolégica relevante (cambio de expresion 2 veces mayor o0 menor) .
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Anexo 10 A: se muestra la imagen del Master obtenido en el Exp. 2 el cual compara el grupo Control vs el grupo resistente al
péptido P19 en E. coli O157H7 como se describe en la Tabla 4; B-G: se muestran las tres réplicas de cada grupo. Los puntos en
rojo sefialan los spots diferencialmente expresados con significancia estadistica (P<0,05).
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s5P 4802
SSP 3809 <2
2--1,43
S5P 7316
1,43--0,86
S5P 3707 0,85 0,29
5P 4414 0,29-0,29
0,29-0,86
0,86- 1,43
1,43-2

S5P 7807 -

SSP 0202
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T
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S5P 7202
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SSP 4002

SSP 2111
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wn « w

Anexo 11 Mapa de calor experimento 2 representado la diferencia en la expresion de las proteinas con significancia estadistica
(valor de p <0.05) y variacion bioldgica relevante(cambio de expresion 2 veces mayor o menor).
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Anexo 12 A: se muestra la imagen del Master obtenido en el Exp. 3 el cual compara el grupo NP Control vs el grupo NPP19 en
E. coli O157H7 como se describe en la Tabla 4; B-G: se muestran las tres réplicas de cada grupo. Los puntos en rojo sefialan
los spots diferencialmente expresados con significancia estadistica (P<0,05).
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S5P 1405
SSP 1206 <2
2--143
S5P 2808
-1,43--0,86
S5P BI0L 0,86-029
S5P B306 -0,29-0,29
0,29-0,36
0,86-1,43
1,43-2

S5P 6401 .2

SSP 9801

33P 6404

i i

S5P 8304

S5P 6602

S5P 1303

S5P 5107
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S5P 1015
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Anexo 13 Mapa de calor del experimento 3 representado la diferencia en la expresion de las proteinas con significancia estadistica
(valor de p <0.05) y variacion bioldgica relevante(cambio de expresion 2 veces mayor o menor).
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Anexo 14 A: se muestra la imagen del Master obtenido en el Exp. 4 el cual compara el grupo Control vs el grupo tratado con el
péptido P19 en SARM como se describe en la Tabla 4; B-G: muestran las tres réplicas de cada grupo. Los puntos en rojo
sefialan los spots diferencialmente expresados con significancia estadistica (P<0,05).
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SSP 3403
— <2 |
2--1,43 ||
S5P 5401
-1,43--0,86 ||
S5 5301 0,86--0,29 |
55P 3306 -0,29-0,29 —
P 3103 0,29-0,86 ]
0,85- 1,43 |
S3P 2206
i 143-2 | |
%P 3604 >2 |
{ S5P 3404
SSP 2102
- S5P 1401
S3P 4703

S5P 1503

2 [} C3 T3 T1 T2

Anexo 15 Mapa de calor experimento 4 representado la diferencia en la expresion de las proteinas con significancia estadistica
(valor de p <0.05) y variacion biolégica relevante(cambio de expresion 2 veces mayor o menor).



ESTUDIO PROTEOMICO DE SARM Y E. coli 0157:H7 FRENTE A LA ACCION DEL PEPTIDO SINTETICO

ANTIMICROBIANO P19 EN FORMA LIBRE Y NANOENCAPSULADO

-—
. .. ..’
‘ - - -
»
‘ - &. - * z * -
oso P
: e -
. - -
. [ .
5402
2‘62 -
- . -
-~ - - 4
I -
.
e | L
.-
B C D
‘:3_._;'-* Hats S s
= . = 5 Fpuastr
e i ——— —
- - e
i — | g -
i O M TR
b ) TR
: 5402 : Be R
= . e
o =5 !-= " 7? L _—W
\ - = . i “ | e
. i ! 1
§ 7 ;
- Gl . - \‘ — /
C1-5 C2-5 C3-5
E F G
R = e
| S ;
p— , :
- -
0502 -
— ; - :
Bpm— ——— o & 0502
24y sit2 3 ! .
-' - ..m (7 72.U1
stz R 73‘01 5102
r T » 5102
- k‘—_—"; M

R1-5 R2-5

R3-5

Anexo 16 A: se muestra la imagen del Master obtenido en el Exp. 5 el cual compara SARM grupo Control vs el grupo resistente

como se describe en la Tabla 4; B-G: se muestran las tres réplicas de cada grupo. Los puntos en rojo sefialan los spots

diferencialmente expresados con significancia estadistica (P<0,05).
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S5P 6501

S5P 5102 <=2

-2--1,43
S5P 7201
-1,43--0,86
S5P 5402 0,86 - 0,29
S5P 3502 -0,29-0,29

SSP 2402 025-0386

0,86- 1,43
S5P 7803
1,43-2

55P 5606 =2

LR ]

53P 4314

S5P 9503

55P 5101

|

Anexo 17 Mapa de calor experimento 5 representado la diferencia en la expresion de las proteinas con significancia estadistica
(valor de p <0.05) y variacion biolégica relevante(cambio de expresion 2 veces mayor o menor).
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Anexo 18 A: se muestra la imagen del Master obtenido en el Exp. 6 el cual compara el grupo NP Control vs el grupo NPP19 en
SARM como se describe en la Tabla 4; B-G: se muestran las tres réplicas de cada grupo. Los puntos en rojo sefialan los spots
diferencialmente expresados con significancia estadistica (P<0,05).
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55P 1805
55P 5102 <=2
-2--1,43
559 5001
-1,43--0,86
55P 5205 0,86--0,29
35P 1009 -0,29-0,29
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Anexo 19 Mapa de calor experimento 6 representado la diferencia en la expresion de las proteinas con significancia estadistica
(valor de p <0.05) y variacion biolégica relevante(cambio de expresion 2 veces mayor o menor).



