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las proteínas son representadas como nodos. Las flechas color rojo indican las proteínas 

que fueron inhibidas y las flechas verdes indican las proteínas que fueron 

sobreexpresadas. La zona delimitada con azul corresponde a proteínas involucradas en 

procesos de reparación de ADN y traducción. Las proteínas en la zona delimitada con la 

línea verde corresponden a proteínas responsables de procesos de síntesis de 

componentes de membrana y pared celular. ...................................................... 127 
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Resumen 

 

Título: Estudio Proteómico De Staphylococcus Aureus Resistente A Meticilina (Sarm) Y 
Escherichia coli O157:H7 Frente A La Acción Del Péptido Sintético Antibacteriano P19 
En Forma Libre Y Nanoencapsulado. 
 
 
Autor: Nicolás Gómez Sequeda** 
 
 
Palabras Clave: Proteomica, Escherichia coli, Staphylococcus Aureus, Nanopartículas, 
Péptidos Antimicrobianos, Resistencia Antibiótica. 
 
 
Descripción: 
Escherichia coli y Staphylococcus aureus Resistente a la Meticilina (SARM) están entre las bacterias 
con las tasas más altas de resistencia antibiotica, que representan la mayor amenaza para la salud 
pública mundial según la OMS. En este sentido, los Péptidos Antimicrobianos (PAMs) son una opción 
terapéutica prometedora frente a la proliferación de patógenos resistentes, debido a su acción 
antibacterial rápida y directa. En este trabajo se estudió el perfil proteómico de E. coli O157:H7 y 
SARM sensible y resistente al péptido sintético P19 libre y nanoencapsulado, el cual fue escogido 
como péptido modelo debido a su gran actividad antibacteriana frente a SARM y E. coli. El péptido 
P19 fue diseñado y sintetizado en fase sólida empleando la estrategia Fmoc/tBu. Posteriormente, fue 
encapsulado en PLGA (NPP19) por el método de DES-D, las NPP19 fueron caracterizadas por DLS, 
se encontraron tamaños hidrodinámicos de 292,3 ± 3,67nm y porcentaje de encapsulamiento superior 
al 90,5 ±0,9%. La CMI50 del péptido P19 libre contra E. coli O157:H7 y SARM fue de 12.5 y 1.5 µM 
respectivamente, mientras que para el NPP19 fue 4 veces superior (3.13 µM) en E. coli y 2 veces 
superior (0.7 µM) para SARM. Finalmente, se analizaron los cambios en el perfil proteómico por medio 
de 2D-PAGE y MALDI-TOF en E. coli O157:H7 y SARM tratadas con el PAM libre y nanoencapsulado. 
Por medio de esta metodología, se logró identificar un posible balnco de acción del P19 a nivel celular, 
inhibiendo la proteína murG, la cual es una glucosiltransferasa bacterial que está involucrada en la 
biosíntesis de péptidoglicano. Esta enzima está presente en todos los organismos que sintetizan 
peptidoglicano y es uno de los principales objetivos para el diseño de nuevos antibióticos. Sin 
embargo, estos resultados deben corroborarse por medio de técnicas moleculares complementarias. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

*Trabajo de grado Msc. Ciencias Básicas Biomédicas UIS 
**Universidad Industrial de Santander, Facultad de medicina, Departamente de Ciencias Basicas.  
Directora PhD Claudia Ortiz López, Codirector PhD Mauricio Urquiza Martínez.  
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Introducción 

El descubrimiento y desarrollo de los antibióticos constituyó un punto de inflexión en 

la historia de la humanidad, mejorando la calidad de vida de formas antes inimaginables 

(Davies y Davies 2010). Además de su uso en enfermedades infecciosas, los antibióticos 

permitieron el desarrollo de  procedimientos quirúrgicos avanzados como trasplantes de 

órganos 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 ámbito médico (Wang et al. 2017) sino también en la cría 

industrial de animales (Phillips et al. 2004; Hoelzer et al. 2017), ha conducido al 

surgimiento de bacterias patógenas resistentes a múltiples fármacos que son uno de los 

problemas de salud pública más graves de este siglo, a pesar de los continuos esfuerzos 

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

 

A partir de los datos proporcionados por 114 países, la Organización Mundial de la 

Salud (OMS) lista a Escherichia coli y Staphylococcus aureus Resistente a la Meticilina 

(SARM) entre las bacterias con las tasas más altas de resistencia que representan la 

mayor amenaza para la salud pública mundial  (Kang et al. 2014). Estos patógenos son 

responsables de la mayoría de infecciones nosocomiales y asociadas a la comunidad  

(CDC 2013; Bauer y Sampathkumar 2017), ocupando el primer y segundo lugar entre los 

patógenos farmacorresistentes más 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 niños 

menores de 5 años, siendo esta la segunda causa única 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 vía central, el 42% de las neumonías asociadas a 

respirador y el 43% de las infecciones quirúrgicas (Weiner et al. 2016).  
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Por lo tanto, resulta de gran relevancia la búsqueda y desarrollo de compuestos 

antibióticos alternativos que actúen sobre nuevas dianas microbiológicas (Gordon et al. 

2005). En este sentido, ha surgido un gran interés en los Péptidos Antimicrobianos 

(PAMs) los cuales representan una opción terapéutica prometedora frente a la 

proliferación de patógenos resistentes a los antibióticos (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 inespecífica 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 acción rápida 

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 lipídica de las membranas bacterianas limitan el 

desarrollo de una resistencia completa contra los PAMs como si sucede con los 

antibióticos convencionales (Bahar y Ren 2013). 

 

Sin embargo, a pesar de todas estas ventajas la utilización de los PAMs en clínica se 

ha limitado debido a: la baja estabilidad en sangre (Jenssen y Aspmo 2008), alta actividad 

hemolítica  (Helmerhorst et al. 1999), desactivación por altas concentraciones de sal 

(Bals et al. 1998), su amplio espectro de acción puede resultar contraproducente al 

eliminar sin distinción tanto bacterias patógenas como benéficas  (Aoki et al. 2012), y 

finalmente a pesar de la dificultad de las bacterias para desarrollar resistencia a los 

PAMs, se encuentran múltiples ejemplos de PAMs a los que patógenos como E. coli y 

SARM han desarrollado resistencia (Gänzle 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 más estudiados (Mahlapuu et al. 2016). 

 

Por lo tanto, se han explorado alternativas como la nanoencapsulación en polímeros 

biodegradables como el ácido poliláctico (PLA) y ácido poliláctico coglicólico (PLGA), de 

los cuales se ha demostrado la capacidad de protección del principio activo, aumento de 

la estabilidad en sangre, disminución 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). Además de la 

nanoencapsulación, también se ha planteado un nuevo enfoque el cual contrasta con el 

de aislar y/o modificar PAMs naturales. Este enfoque plantea el diseño de nuevas 

secuencias, utilizando como base las características comunes de PAMs conocidos, su 

mecanismo de acción y posibles mecanismos de resistencia. De este modo, la 

modificación de las secuencias aminoacídicas, ha permitido ampliar su acción 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 

acción de los PAMs es crucial para el diseño de nuevas series de péptidos (Pérez-

Llarena y Bou 2016). En este aspecto, la proteómica permite detectar cambios globales 

en los perfiles proteicos asociados al mecanismo de acción de los PAMs mediante el uso 

de técnicas de alta resolución como la electroforesis bidimensional y la espectrometría 

de masas (Jungblut et al. 2008). De esta manera, permite comprender mejor la biología 

de patógenos que no podrían ser investigados mediante estudios reduccionistas o 

incluso genómicos (por ejemplo, modificaciones proteicas postraduccionales, 

localización de proteínas subcelulares y tasas de renovación de proteínas) (Chao y 

Hansmeier 2012).  

 

El PAM P19 fue diseñado por investigadores del GIBIM mediante herramientas 

bioinformáticas y de biología estructural (Rondon-Villarreal et al. 2014). Este péptido 

surge a partir de la modificación de la secuencia aminoácidica del péptido GIBIM-P5S9K 

(Cruz et al. 2017), el cual ha sido caracterizado como uno de los mejores en relación con 

sus propiedades fisicoquímicas y biológicas. Su actividad antimicrobiana fue probada 

frente in vitro frente a E. coli y SARM y la secuencia está en curso de patente. 

 

Debido a lo anterior, en este proyecto se estudió el perfil proteómico de E. coli 

O157:H7 y SARM sensible y resistente al péptido sintético P19, el cual fue escogido 

como péptido modelo debido a su gran actividad antibacteriana frente a S. aureus, E. coli 

y Pseudomona aureginosa. Este PAM fue diseñado por investigadores del GIBIM 
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de la toxina Shiga, puede contribuir al aumento de la virulencia de estas cepas (Figura 

1) (Gómez-Duarte 2014). 

 

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

importante desde su reconocimiento como 

patógeno en 1982. Se ha identificado como 

responsable de múltiples brotes infecciosos a nivel 

mundial con casos esporádicos de CH y SUH 

(Croxen et al. 2013; Ethelberg et al. 2004), siendo el 

más notorio el ocurrido en Escocia en 1996 con 503 

casos reportados que concluyeron con la muerte de 

17 personas (Pennington 2000). Aunque los 

estudios sobre la ECTS son limitados en 

Colombia, dos investigaciones dedicadas a la 

detección de cepas de E. coli intestinales 

patógenas permitieron reconocer la presencia de 

estos patógenos en niños con diarrea. El primero fue un estudio de prevalencia en 

Sincelejo y Cartagena donde se reportó que 7% de los niños menores de 5 años con 

diarrea dieron positivo para cepas E. coli patógenas intestinales (Gómez-Duarte et al. 

2010). Un estudio similar en niños en Bogotá y otras poblaciones en el interior del país 

reconoció la presencia de cepas patógenas de E. coli (Máttar et al. 1997). Además, se 

han reportado varios casos de contaminación por E. coli O157: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 antibióticos 

Los antibióticos son sustancias químicas que inhiben o detienen el crecimiento de las 

bacterias; en su mayoría son producidos de forma natural por hongos y otros 

microorganismos. Por otra parte, un fármaco antibiótico se refiere a la medicina 

sintetizada que se utiliza para tratar infecciones bacterianas (Smith et al. 2014). Durante 

el siglo pasado, los avances científicos sobre microorganismos patógenos y antibióticos 

Figura 1. Proceso de A/E deE. coli O157:H7 
que consiste en la inducción de la adherencia 
intima bacteriana, polimerización de actina, 
formación de pedestales en la superficie. 
Modificado de  Kaper et al. 2004. 
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como agentes terapéuticos eficaces, han contribuido en la disminución de grandes  

problemas de salud pública (Davies y Davies 2010). El primer antibiótico 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 antibióticos que fueron descubiertos y 

aprobados para la venta al público general durante los 30 años siguientes (Coates et al. 

2011), los antibióticos se habían convertido en la '' panacea '' de la medicina, llegando a 

ser  utilizados para tratar las infecciones más triviales, muchas de ellas de naturaleza no 

bacteriana (Alanis 2005). 

 

Basado en el trabajo que había desarrollado en el laboratorio, Alexander Fleming 

advirtió que el uso inadecuado de la penicilina podría conducir a la selección de cepas 

resistentes a las que denominó '' formas mutantes '' de S. aureus, capaces de causar 

infecciones más graves en el huésped y las personas que estuvieran en contacto con él 

(Ainsa 2002). Poco después de las advertencias de Fleming, un aislado clínico de 

bacterias resistentes a la penicilina fue documentado (Miller 1947). De igual forma fueron 

apareciendo cepas resistentes para las nuevas generaciones de antibióticos  (CDC 

2013). Aunque en la década de 1960 se estancó la investigación y el desarrollo de 

nuevos antibióticos en la industria farmacéutica (Davies y Davies 2010); su uso y 

distribución siguió aumentando (Coates et al. 2011). 

 

En los Estados Unidos se formulan más de 250 millones de prescripciones de 

antibióticos cada año (Rosi-Marshall y Kelly 2015), y se estima que el 50% de estos 

medicamentos son innecesarios (Smith et al. 2014). En la agricultura, los antibióticos se 

usan como medicina veterinaria, como biocidas en la producción 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 antibióticos producidos cada año se 

utilizan para la cría de animales (Su et al. 2014). La aplicación intensiva de antibióticos 

en la agricultura en todo el mundo ha dado lugar a la liberación de grandes cantidades 

de antibióticos 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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Los antibióticos no metabolizados 

persisten en el medio ambiente 

representando un riesgo para la salud 

humana, seleccionando bacterias y 

genes de resistencia a los mismos 

(Figura 2) (Berendonk et al. 2015). A su vez, 

son un potencial peligro ecológico, ya que 

pueden alterar la delicada estructura 

bacteriana ecosistémica  (Bouki et al. 

2013; Berendonk et al. 2015).  

 

 Los genes de resistencia pueden ser 

adquiridos por conjugación, 

transfección o transformación (¡Error! 

La autoreferencia al marcador no es válida.). La conjugación es el proceso de fusión 

e intercambio de plásmidos y algunos fragmentos cromosomales. Este es uno de los 

mecanismos más estudiados e importantes debido a que los plásmidos tienen una amplia 

gama de huéspedes y pueden pasar de una especie a otra (¡Error! La autoreferencia 

al marcador no es válida.a); la transfección o transducción consiste en la transferencia 

de material genético utilizando un vector vírico de un organismo a otro (¡Error! La 

autoreferencia al marcador no es válida.b); y por último, la transformación es el 

proceso de alteración genética bacteriana resultante de la incorporación de ADN 

exógeno proveniente del medio circundante (¡Error! La autoreferencia al marcador no 

es válida.c) (Furuya y Lowy 2006; Baquero et al. 2008; Bbosa et al. 2014). 

Figura 2 La exposición a antibióticos favorece la 
frecuencia del fenotipo resistente a los antibióticos, en 
un proceso de selección artificial, modificado de Smith 
et al. 2014. 
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Las bacterias con genes de resistencia pueden expresar diferentes mecanismos para 

evitar la acción de los antibióticos que incluyen: eliminación o alteración enzimática del 

fármaco, modificación de la ruta metabólica inhibida por el agente antimicrobiano, 

mutación de la enzima diana del antibiótico, síntesis de proteínas que se unen al agente 

antimicrobiano inactivándolo, modificación de  la pared celular para impedir la entrada 

del fármaco, bombeo activo del agente antimicrobiano hacia el exterior de la célula y 

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

Bbosa et al. 2014).  

Figura 3 Mecanismos de adquisición de genes de resistencia. Tomado de Furuya y Lowy 2006 
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Figura 4 Mecanismos de resistencia comunes en bacterias. Tomado de (Bbosa et al. 2014). 
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Tetraciclinas 
Modificación del 
Antibiótico 

Modificación 
enzimática del 
fármaco eliminando 
su actividad 

Trimetroprima 
Sobreproducción 
enzimática 

Se produce una sobre 
expresión de la 
enzima diana, 
compensando el 
efecto del fármaco. 
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1.4. Péptidos antimicrobianos (PAMs) 

Los PAMs son pequeñas péptidos (<10 kDa) compuestas por aminoácidos que 

pueden variar en número desde 5 a más de 100 (Powers y Hancock 2003). Constituyen 

un mecanismo de defensa inmunológico primitivo, desempeñando un papel importante 

en los sistemas de defensa inespecíficos (Lehrer y Ganz 1999; Reddy et al. 2004); 

incluso han sido propuestos como "armas de defensa" evolutivas eficaces frente a las 

infecciones de patógenos (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 exhibía actividad antimicrobiana frente a una amplia variedad de bacterias 

Gram-positivas in vitro e in vivo (Dubos 1939a; Dubos 1939b), de esta manera se 

evidenció su potencial clínico y se convirtió 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 permitió obtener el Premio Nobel de Medicina en 

1945  (Fleming 1929; Brown 2004) y marcar el inicio de la "Era dorada de los antibióticos". 

Esto condujo a una rápida 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 patógenos resistentes a múltiples 

fármacos a principios de 1960, se despertó de nuevo el interés por los PAMs como una 

alternativa terapéutica. 

 

Hasta la fecha, más de 2.000 PAMs han sido identificados a partir de una amplia 

variedad de organismos, incluyendo bacterias, insectos, plantas, anfibios, aves, reptiles, 

y mamíferos (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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lipoteicoicos en las bacterias Gram positivas o los lipopolisacáridos en las bacterias Gram 

negativas (Dang et al. 2009). Después de esta interacción, los péptidos antimicrobianos 

generan áreas de inestabilidad en la membrana externa (Campos et al. 2004). Para 

explicar estos mecanismos de acción se han propuesto múltiples modelos (Figura 6) 

descritos brevemente (Maróti et al. 2011). Los mecanismos de acción de los tres modelos 

clásicos son:  

 

Modelo de ruptura por barril: Cuando se alcanza la concentración crítica de PAMs 

estos se reorientan de forma perpendicular formando una empalizada con sus cadenas 

laterales apolares, interactuando con el centro hidrofóbico de la membrana y sus 

cadenas polares hacia el interior creando un poro hidrofílico. Estos poros son irregulares 

en tamaño y duración, generando finalmente, la pérdida del potencial de membrana y 

equilibrio osmótico (Figura 6, A) (Thevissen et al. 2007). 

 

Modelo de alfombra: El PAM no se inserta en la membrana, sino que permanece 

asociado con la cara externa, al alcanzar una concentración crítica, 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-François et al. 2008). 

 

Modelo toroidal: En este caso al alcanzar una concentración límite de PAMs unidos 

a la membrana, se induce la formación de una invaginación de lípidos que conduce al 

desarrollo de un canal delimitado por la cabeza de los grupos lipídicos asociados a los 

péptidos. Este es un canal mixto del péptido con los lípidos 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 citoplasmática bacteriana después de la adsorción 
inicial de los PAMs. Los modelos clásicos de la destrucción de la membrana son: (A) de ruptura por barril, (B) de 
alfombra y (C) poro toroidal. Tomado de Bahar y Ren 2013. 

 

En relación con el diseño de péptidos, resulta bastante complejo definir una secuencia 

patrón unificada que pueda servir como una plantilla ideal para el diseño de PAMs 

eficaces. No obstante, es posible señalar varias características estructurales que son 

cruciales para la actividad antimicrobiana. En primer lugar, la mayoría de los PAMs 

caracterizados hasta la fecha muestran una carga neta positiva confiriéndole cierto grado 

de especificidad, al facilitar las interacciones electrostáticas con las membranas celulares 

aniónicas 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 característica específica de los PAMs es su hidrofobicidad global que le permite 

actividad lisogénica y propiedades de penetración celular (Aoki y Ueda 2013). Sin 

embargo, también hay que señalar que el aumento de contenido hidrófobo dentro de la 

secuencia de aminoácidos está fuertemente correlacionada con la baja selectividad y 

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

 

A pesar de las múltiples ventajas que ofrecen los PAMs, estos se ven limitados en 

comparación con las moléculas terapéuticas convencionales debido a que tienen una 

vida media corta y son altamente propensos a la proteólisis, desnaturalización y perdida 

de su actividad (Sohani et al. 2013). En este particular caso la nanoencapsulación 

basada en sistemas de transporte en nanopartículas poliméricas representa una 

alternativa viable y altamente versátil para la protección del principio activo de la 

degradación, permitiendo conservar su actividad biológica e identidad estructural (Van 

Der Walle 2011). 

 

1.5. Sistemas de transporte de péptidos 

La nanotecnología es el campo de las ciencias aplicadas al entendimiento y el control 

de los materiales a escala nanométrica, en la cual adquieren propiedades fisicoquímicas 

especiales, que incluyen una mayor área superficial, alta reactividad y posibilidad de 

interactuar con sistemas biológicos (Bheemidi 2011). Durante las últimas décadas, se ha 

implementado el uso de la nanotecnología en diferentes áreas médicas, siendo el 

desarrollo de nuevos mecanismos de transporte de principios activos una de las 

aplicaciones más prometedoras  (Pandey et al. 2005). 

 

Asimismo, la nanoestructuración de los PAMs ofrece múltiples ventajas entre las que 

destacan: la protección del principio activo en relación con la degradación química o 

enzimática causada por las condiciones del entorno; prolongación de la circulación 

sistémica; liberación sostenida y controlada; entrega a tejidos de interés específicos y la 

posibilidad de cargar varios principios activos en una misma nanocápsula (Zhang et al. 

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

(Verma y Garg 2001; Bheemidi 2011). 

 

Se han investigado múltiples 

sistemas de transporte para la 

administración de varios principios 

activos, dentro de los cuales cabe 

resaltar los cuatro más prometedores 

(Figura 7): liposomas, nanopartículas 

poliméricas, nanopartículas metálicas y 

dendrímeros.  

 

Los Liposomas son vesículas 

esféricas compuestas por una bicapa 

de lípidos anfifílicos; actualmente es 

el sistema de administración de 

fármacos antimicrobianos mayormente 

utilizado. Esto se debe a que su 

estructura imita la bicapa lipídica de 

las membranas celulares, 

permitiéndole fusionarse con la 

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

2006). 

 

Los Dendrímeros son macromoléculas globulares altamente ordenadas y ramificadas 

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

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

antimicrobianos se han cargado correctamente en dendrímeros, mejorando  solubilidad 

y  eficacia terapéutica (Figura 7, B) (Grayson y Fréchet 2001).  

 

Figura 7 Sistemas de transporte que pueden ser utilizados para el 
transporte de múltiples sustancias activas como: fármacos, péptidos, 
proteínas, RNA y DNA.  La hebra de RNA representa la forma en la 
que la nanopartícula puede transportar el principio activo. Tomado 
de Gavrilov y Saltzman 2012. 
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Las Nanopartículas metálicas están formadas por núcleos metálicos de óxido de 

hierro, cobalto hierro, oro hierro, o níquel hierro que se revisten con una capa de azúcares 

u otros polímeros generando una estructura de núcleo-carcasa a la que se pueden 

conjugar externamente múltiples agentes terapéuticos. Dependiendo del metal usado, el 

núcleo de estas partículas permite estudiar la biodistribución después de la inyección 

utilizando imágenes de resonancia magnética, e incluso es posible orientarlos a tejidos 

específicos mediante la aplicación de imanes externos (Figura 7, C) (Jin et al. 2009; 

Gavrilov y Saltzman 2012).  

 

Por último, las nanopartículas poliméricas son el sistema más versátil. Pueden ser 

sintetizadas a partir de varios materiales, como polímeros, lípidos y metales. Los cuales 

son generalmente escogidos por sus cualidades biocompatibles y biodegradables. 

Además por la posibilidad de alojar una amplia gama de componentes activos, que 

incluyen agentes quimioterapéuticos, agentes de contraste, péptidos, proteínas, ácidos 

nucleicos y fármacos, con utilidad en diversas aplicaciones médicas (Figura 7, D) 

(Elsabahy y Wooley 2012). 

 

Los sistemas de transporte a base de nanopartículas poliméricas, fueron 

desarrollados en 1976 para entrega de macromoléculas, pero su pobre eficacia 

terapéutica, y rápida eliminación por el organismo después de ser administrados vía 

intravenosa fueron sus principales desventajas (Langer y Folkman 1976). Solo con el 

descubrimiento de polímeros de larga circulación en 1994, este mecanismo se  convirtió 

en uno de los más utilizados (Gref et al. 1994), principalmente por características únicas 

como: estabilidad estructural, ajuste de propiedades físico-químicas (tamaño y potencial 

zeta), superficie modificable para la entrega del medicamento a objetivos celulares 

específicos (Figura 8) (Umamaheshwari y Jain 2003).  
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Figura 8 Composición de las nanopartículas poliméricas en aplicaciones biomédicas. (a). Marcador, son grupos 

que direccionan la nanopartículas hacia la diana terapéutica, pueden estar compuestos por anticuerpos, proteínas, 
azucares y péptidos entre otros. (b). Cubierta, generalmente compuesto por polímeros capaces de mejorar su 
estabilidad y enmascarar la nanopartículas, permitiéndole aumentar el tiempo de circulación en sangre. (c). El 
núcleo, 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, proteínas, ácidos nucleicos y 
fármacos. Tomado de Elsabahy y Wooley 2012. 

 

Adicionalmente las nanopartículas poliméricas se pueden modificar para que 

respondan a estímulos fisiológicos o externos específicos; esta funcionalidad se basa en 

la capacidad de respuesta de desmontaje de las nanopartículas y liberación del principio 

activo en ambientes biológicos bajo diferentes valores de pH, enzimas, y condiciones 

reductoras u oxidativas, etc., en respuesta a estímulos externos, como la variación de la 

temperatura, irradiación con espectroscopia infrarroja (IR) o espectrofotometría 

ultravioleta-visible (UV-vis), activación por campos magnéticos, y la aplicación de 

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

 

Se han investigado una gran variedad de polímeros sintéticos y naturales para formar 

el núcleo polimérico de las nanopartículas, ya que este componente es crucial pues 

interactúa directamente con el péptido (Mathiowitz et al. 1997). Debido a su baja 
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inmunogenicidad y toxicidad, los poliésteres sintéticos como el ácido poliláctico-co-

glicólico (PLGA) constituyen un vehículo biocompatible cuyas propiedades 

fisicoquímicas y mecánicas se pueden adaptar a través de la selección del peso 

molecular, copolimerización, y funcionalización (Anderson y Shive 2012). Por esta razón, 

el número de formulaciones comerciales que emplean matrices de PLGA para la 

administración de agentes terapéuticos está creciendo (Tabla 2)  en la medida que 

nuevos  péptidos emergen del sector de la biotecnología (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 

producto 
Ingrediente activo 

Forma de 

dosificación 

Polímero 

biodegradable 

Lupron  Leuprolide Microsferas PLGA 

Sandostatin 

Lar 
Octreotide Microsferas PLGA 

Neutropin Somatropin Microsferas PLGA 

Trelstar Triptorelin Microsferas PLGA 

Decapeptyl Triptorelin pamoate Microsferas PLGA 

Parlodel 
Bromocriptine 

mesylate 
Microsferas PLGA 

Enantone Leuprolide Microsferas PLGA 

Zoladex Goselrelin Barra PLGA 

 

1.6. Inducción 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 características fisiológicas y moleculares que influyen en el desarrollo de 

resistencia microbiana (Valéria dos Santos et al. 2010). Después de la amplia utilización 

de los PAMs en la práctica clínica, se ha demostrado que las bacterias pueden desarrollar 
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resistencia a estos  (Peschel y Sahl 2006; Cai et al. 2012; Anaya-López 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 años de uso clínico 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 podría seleccionar bacterias resistentes que al mismo tiempo 

serían resistentes a los PAMs del sistema inmune innato, y este tipo de resistencia 

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

 

La resistencia bacteriana a los PAMs catiónicos puede surgir a través del desarrollo 

de cepas resistentes mediante selección en el laboratorio (Perron et al. 2006).  La 

evolución de la resistencia bacteriana a los PAMs podría 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 diseño de PAMs cada vez más eficientes, y con una reducción en 

la incidencia de la resistencia bacteriana (Valéria dos Santos et al. 2010; Cruz et al. 

2014). 

 

1.7. Análisis proteómico en E. coli y S. aureus 

El proteoma representa un arreglo de proteínas que son expresadas en un 

compartimiento biológico (célula, tejido u órgano) en un tiempo y condiciones particulares 

(Beranova-Giorgianni 2003). Debido a que las proteínas son moléculas claves 

funcionales y estructurales, es de vital importancia su estudio a gran escala; en este 

sentido, la proteómica se presenta como una herramienta eficaz para analizar la 

expresión global proteica y sus cambios con respecto al contexto biológico, 

contribuyendo de esta manera a la caracterización de una gran diversidad de proteínas 
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Por otra parte, S. aureus demuestra la rápida adaptación bacteriana a las defensas 

del huésped y a las nuevas terapias antimicrobianas; esta adaptación se puede dar ya 

sea a través de la modificación 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 

que 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 comprensión de los mecanismos de 

resistencia, fisiología, fisiopatología y función de los efectores de virulencia (Otto et al. 

2014). Los estudios proteómicos en S. aureus han llevado al descubrimiento de múltiples 

mecanismos que le permiten hacer frente a los antibióticos y PAMs. Los mecanismos 

anteriormente mencionados incluyen adaptaciones en las funciones metabólicas, vías 

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

 

La proteómica también ha brindado resultados relevantes acerca de los mecanismos 

de acción de los antibióticos sobre dianas de S. aureus, como es el caso de la proteína 

de unión al manganeso, la cual podría ser una potencial diana terapéutica para el 

desarrollo de antibióticos (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).  
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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 Bacteriología y laboratorio 

clínico de la Universidad Industrial de Santander (UIS) respectivamente. El 

mantenimiento de estas cepas se realizó en medio infusión cerebro corazón (BHI) a 

37°C. 

 

Los fmoc-L-aminoácidos fueron adquiridos de Chempep, la resina Rink-amida 4MBHA 

se obtuvo de Merck Novabiochem, los medios de cultivo fueron comprados a Oxoid. 

Todos los demás reactivos y solventes utilizados para la síntesis peptídica son de grado 

analítico. Para la encapsulación del péptido se utilizó PGLA de la casa comercial Sigma-

Aldrich. Los ensayos proteómicos fueron llevados cabo en gradientes de pH 

inmovilizados (IPG-Strips) rango 3-10 no lineales (NL) de 17 cm (Bio-Rad). Se utilizó el 

2D-SDS-PAGE Standards de Bio-Rad como marcador de punto isoeléctrico y peso 

molecular. La digestión de los spots se realizó con tripsina modificada de grado analítico 

para secuenciación (Promega). 

 

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

metodología que se siguió para cumplir con los objetivos propuestos.  
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E. coli O157:H7 12.5 
66 

5.28 

SARM 1.5 44 

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

4.3.1. Síntesis mediante el método de Doble Emulsión Solvente Difusión DES-D: 

El péptido nanoestructurado fue sintetizado utilizando ácido poliláctico-co-glicolico 

(PLGA) como copolímero principal, empleando el método de DES-D propuesto por 

Cohen-Sela (Cohen-Sela et al. 2009) con algunas modificaciones. Se utilizó un sonicador 

de punto para obtener una emulsión 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 solución resultante fue 

emulsificada de nuevo con buffer fosfato 0,005M, pH=7,4, esta vez añadiendo un 10% 

(w/v) de Polaxamer 402 (POL). El EtAc fue eliminado mediante evaporación a presión 

reducida utilizando un evaporador rotativo (Heidolph Hei-VAP precisión). Las 

nanopartículas se centrifugaron (Thermo Scientific IEC CL31R multispeed) para eliminar 

el péptido libre remanente y los residuos propios de la síntesis de las nanopartículas 

funcionalizadas NPP19. 

 

4.4. Caracterización fisicoquímica del péptido P19 nanoestructurado 

4.4.1. Tamaño hidrodinámico, carga superficial y morfología: Las mediciones de 

tamaño hidrodinámico y carga superficial de las nanopartículas cargadas con el péptido 

P19 (NPP19) fueron determinadas mediante dispersión de luz en modo dinámico (DLS), 

utilizando un analizador de tamaño de partícula basado en la difracción de laser (Malvern 

Zetasizer 1000HS, Malvern Instruments, UK). La morfología de las nanopartículas fue 

observada por microscopía electrónica de barrido (SEM) en un microscopio FEI Quanta 

650. 

 

4.4.2. Eficiencia de encapsulamiento: Se siguió el protocolo propuesto por Rivera et al., 

(2004), donde un volumen de nanopartículas cargadas con el péptido fue secado en un 

evaporador rotativo (Heidolph Hei-VAP precisión), el pellet fue disuelto en diclorometano 
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4.6. Obtención de cepas patógenas 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 realizó en un tubo eppendorf conteniendo el P19 

disuelto a la mitad del MIC50, las bacterias sobrevivientes fueron trasferidas a otro tubo 

eppendorf con el doble de la concentración anterior a lo largo de 50 de pases (selección 

positiva). Como grupo control se utilizaron las mismas bacterias del pase inicial y se 

realizaron  igualmente 50 pases en ausencia de P19 (control de selección)  (Perron et al. 

2006; Shireen et al. 2013; Ulvatne 2002; Peng et al. 2005). Finalmente, se comprobó la 

actividad antimicrobiana utilizando el protocolo de microdilución en caldo (Carone et al. 

2014). 

 

4.7. Determinación de cambios en el perfil proteómico de E. coli O157:H7 y SARM 

sensibles y resistentes al péptido P19 

Las muestras biológicas fueron separadas utilizando electroforesis bidimensional en 

geles de poliacrilamida (2D-PAGE), para lo cual se requirió de un tratamiento previo con 

el fin de obtener proteínas libres de otras moléculas y contaminantes sin modificar sus 

características fisicoquímicas (Weiner y Li 2008). 

 

La mayoría de los estudios proteómicos sobre resistencia a antibióticos se dividen en 

dos amplias categorías: la comparación entre bacterias sensibles y tratadas, o la 

comparación de bacterias resistentes contra sensibles (Renzone et al. 2005). En este 

trabajo ambas aproximaciones son estudiadas, además de analizar el efecto de la 

nanoencapsulación sobre el perfil proteómico 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 análisis de correlación entre las intensidades de las manchas 

detectadas en los diferentes geles con el fin de determinar la variación en términos del 
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grupo experimental; se calculó el coeficiente de correlación entre las comparaciones que 

se realizaron. 

 

Tabla 5 Distribución de geles en los diferentes experimentos realizados con el péptido P19 frente a E. coli O157: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 

  Imágenes 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 múltiples pases. 

**La bacteria del grupo control de los experimentos 3 y 6 recibió tratamiento con nanopartículas vacías, con el 
objetivo de eliminar posibles diferencias producto de las nanopartículas. 

 

4.7.1. Extracción y determinación de la concentración de proteínas: Inicialmente se 

reactivaron las cepas de E. coli O157:H7 y SARM cultivando en medio líquido LB a 37 

ºC 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 dejó crecer durante 12 a 14 H a 37ºC 

(hasta alcanzar la fase media exponencial, de acuerdo con cinéticas de crecimiento 

previamente realizadas). Estos cultivos fueron utilizados como preinóculos, los cuales 

fueron añadidos, utilizando un 10% del volumen final (100 ml en Erlenmeyer de 500 ml), 

de medio LB o MH para E. coli O157:H7 y SARM, respectivamente. Los cultivos se 

mantuvieron en agitación orbital a 50 rpm durante 4 horas a 37 ºC (Espinel-ingroff 2004). 

 

Posteriormente se centrifugaron 200 mL del cultivo obtenido anteriormente, a 10.000 

rpm y 4 ºC, durante 15 minutos. Se efectuaron tres lavados del pellet, utilizando buffer 

Tris 20 mM, para eliminar sales. El pellet obtenido de E. coli O157: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, Ácido Etildiaminotetraacético EDTA 1 mM, 
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5. Resultados y Discusión 

5.1. Síntesis y purificación del péptido P19 

5.1.1. Síntesis: El PAM P19 fue diseñado por investigadores del GIBIM mediante 

herramientas bioinformáticas y de biología estructural (Rondon-Villarreal et al. 2014). 

Este péptido surge a partir de la modificación de la secuencia aminoácidica del péptido 

GIBIM-P5S9K (Cruz et al. 2017), el cual ha sido caracterizado como uno de los mejores 

en relación con sus propiedades fisicoquímicas y biológicas. Su actividad antimicrobiana 

fue probada frente in vitro frente a E. coli y SARM y la secuencia está en curso de patente. 

5.2. Caracterización 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 señal 

principal, sin presencia de deleciones, y un tiempo de retención 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 11 Espectro de dicroísmo circular del péptido P19 bajo condiciones simuladas de membrana en solución de 
TFE al 30% (v/v). 

 

5.3. Síntesis del péptido P19 nanoestructurado  

5.3.1. Síntesis mediante el método de Doble Emulsión Solvente Difusión   DES-D: En 

este trabajo se escogió el método de DES-D que se basa en la emulsión de 

agua/aceite/agua  (W/O/W por sus siglas en ingles), debido a que es uno de los mejores 

procedimientos para la encapsulación de todo tipo de fármacos hidrosolubles; a 

diferencia de los métodos de una sola emulsión que son ideales para encapsular 

fármacos insolubles en agua como esteroides (Makadia y Siegel 2011). Utilizando esta 

metodología se han logrado encapsular diferentes principios activos hidrosolubles de 

manera exitosa como: (i) alendronato, fármaco contra la osteoporosis (Cohen-Sela et al. 

2009), (ii) fluconazol, uno de los antifúngicos más utilizados para el tratamiento de 

candidiasis (Gómez-Sequeda et al. 2017), y (ii) péptidos sintéticos antimicrobianos (Cruz 

et al. 2017). 
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5.4. Caracterización fisicoquímica del péptido P19 nanoestructurado con PLGA 

5.4.1. Tamaño hidrodinámico, carga superficial y morfología: Múltiples trabajos han 

sido realizados encapsulando PAMs en PLGA, ya sea en sistemas de nanopartículas o 

micropartículas (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 tamaño de la 

partícula consiste en que el sistema microparticulado, permite cargar una gran cantidad 

de péptido el cual puede tener una liberación prolongada de días o incluso semanas, 

mientras que los sistemas de nanopartículas tienen una liberación rápida y su tamaño 

reducido aumenta su reactividad (Kohane 2007).  

 

En consecuencia, en este trabajo se optó por sintetizar un sistema nanopartículado, 

donde el tamaño y la carga superficial de la nanopartícula son parámetros cruciales que 

afectan la velocidad de liberación, el porcentaje de encapsulación, 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 relación P19/PLGA 

con el objetivo de determinar la mejor proporción. Los resultados de la serie de 

experimentos se muestran en la Figura 12. Se evidenció el efecto de la cantidad de 

péptido sobre el potencial zeta y tamaño de las NPP19; en la medida que aumenta la 

cantidad de péptido, la carga de la nanopartícula aumenta, acercándose a 0 mV, lo cual 

disminuye la repulsión entre las nanopartículas, generando aglomeraciones (0,5 µg 

P19/µg PLGA, tamaño: 1976 ± 496,56 nm, potencial zeta: -11,80 ±0,95 mV, PDI=1). Sin 

embargo, en concentraciones superiores a 4 µg de P19/µg PLGA se observa que el 

sistema se estabiliza, obteniendo nanopartículas de tamaños inferiores a los 300nm con 

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

Finalmente, la mejor relación fue la de 8 µg P19/µg PLGA, que permitió sintetizar 

nanopartículas cargadas con el péptido (NPP19) de tamaños hidrodinámicos de 292,3 ± 

3,67 nm y una carga superficial 12,00 ± 0,95 mV (Figura 13). Finalmente el índice de 

polidispersión (PDI) de 0,188, demostró una distribución estrecha y una buena 

reproducibilidad del método (Bivas-Benita et al. 2004; Vij et al. 2010). 
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A) Tamaño hidrodinámico 

 
B) Potencial zeta 

 
Figura 13 Distribución de tamaño y carga superficial de las NPP19 caracterizadas en la  relación de 8 µg P19/µg 
PLGA por DLS y LDE. A) muestra el tamaño hidrodinámico, B) Muestra el potencial zeta. 
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Las NPP19 fueron 6 veces más pequeñas que las obtenidas por Li et al. 2017 (Li et 

al. 2017), mediante la técnica de electrospray. Por otra parte, en comparación con otros 

trabajos que utilizan técnicas de doble emulsión se obtuvieron nanopartículas 

ligeramente más grandes entre un 11 y 23% (Water et al. 2015; Cruz et al. 2017). Otro 

de los objetivos de la síntesis fue la obtención de nanopartículas con carga positiva, ya 

que se ha demostrado que las nanopartículas catiónicas interactúan mejor con las 

membranas y paredes celulares bacterianas  las cuales son de naturaleza aniónica 

(Khayata et al. 2012; Cruz et al. 2017). En este trabajo se logró obtener nanopartículas 

catiónicas (12,00 ± 0,95 mV) sin necesidad de utilizar polímeros catiónicos como la 

polietilenimina o el quitosano, ya que estos polímeros han mostrado actividad citotóxica 

(Huang et al. 2004; Gómez-Sequeda et al. 2017).  

La morfología de las NPP19 es esférica sin aglomeraciones (Figura 14,B) con tamaños 

alrededor de 290 nm (Figura 14, A) consistentes con el tamaño determinado por DLS 

(Figura 12). Estas nanopartículas son similares en tamaño, forma y dispersión a las 

obtenidas por Water et al. 2015 y Cruz et al. 2017 (Water et al. 2015; Cruz et al. 2017). 

A

 

B

 

Figura 14 Micrografía de las  NPP19 obtenida por micrografía electrónica de barrido (SEM), (A) Imagen general de la 
población de NPP19, (B) Muestra la morfología de las nanopartículas obtenidas.  

5.4.2. Eficiencia de encapsulamiento: Se analizó también el efecto del potencial zeta 

sobre el porcentaje de encapsulamiento (Figura 15), se encontró una relación clara entre 

ambos parámetros. Al igual que en la Figura 12, se observa que para la concentración 
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de 0,5 µg P19/µg PLGA, la eficiencia de encapsulación disminuyó drásticamente hasta 

41%; esto puede deberse a la alta inestabilidad de las NPP19 a estas concentraciones 

en donde la nanopartícula se acerca al potencial zeta de cero. De esta manera se 

confirmó el efecto del potencial zeta sobre los parámetros tamaño y eficiencia de 

encapsulación, como lo demostraron otras publicaciones  (Stoll 2013; Malvern 

Panalytical 2005). 

 

Figura 15 Efecto del potencial zeta sobre el tamaño de la nanopartícula a diferentes concentraciones de P19/PLGA. 

Se relacionó el porcentaje de encapsulamiento con la capacidad de carga del polímero 

(Figura 17). Obteniendo excelentes resultados en la relación 8 µg P19/ µg PLGA, con un 

porcentaje de encapsulamiento superior al 90,5 ±0,9% y una capacidad de carga de 

hasta 6,75 µg P19/ µg PLGA. Esto puede deberse a la naturaleza anfipática del péptido 

y a las interacciones electrostáticas entre el péptido de carga neta positiva y el polímero 

de carga negativa, también es probable que la nanopartícula tenga un centro acuoso el 

cual le permite albergar una mayor cantidad de péptido (Figura 16). Las nanopartículas 

obtenidas en este trabajo lograron encapsular un 35% más péptido en comparación con 
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las nanopartículas 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).   

 

Figura 16 Posible distribución del péptido en la nanopartícula, es probable que la nanopartícula posea un centro acuoso con la 
capacidad de albergar una mayor cantidad de péptido. 
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Figura 17 Relación de la eficiencia de encapsulamiento y la capacidad de carga del polímero 

 

5.4.3. Perfil de liberación in vitro: Para realizar el perfil de liberación in vitro se escogieron 

las nanopartículas sintetizadas con una relación 8 µg P19/ µg PLGA la cual presentó una 

cinética de liberación rápida en los primeros 60 minutos (>45 ± 1,11%); posteriormente 

se observó un efecto de liberación controlada que se extiende hasta los 2880 minutos 

donde se libera el 95± 3,17% (Figura 18). Este resultado puede corroborar la suposición 

realizada en la Figura 16, donde se plantea el sistema de transporte del tipo nanocápsula, 

ya que la liberación rápida del 51% del péptido en los primeros 20 minutos es posible 

que sea la porción del péptido que se embebido en la superficie de la nanopartícula, lo 

cual permite que este se disocie rápidamente, 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 liberación es muy similar al obtenido por otros autores 
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electrostática entre las nanopartículas catiónicas y las membranas aniónicas de las 

bacterias Gram-negativas y Gram-positivas (Panyam et al. 2004; Xie et al. 2014). Esta 

interacción aumenta la concentración 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.  Obtención 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 exposición 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 inespecífica y a las múltiples dianas celulares de 

los PAMs, fue necesario una mayor cantidad de pases para lograr la resistencia en 

comparación con los antibióticos convencionales, en los que se ha observado la 

generación 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 evalúa la 

generación 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 patógenos exhiben diferentes mecanismos de resistencia como: la degradación 

proteolítica, el blindaje de la superficie bacteriana, la modificación 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 CMI50 aumentó cuatro veces, pasando de 12.5 a 50µM y la 

CMI90 aumentó 10 veces, pasando de 20 a 200 µM (Figura 21). Mientras que en SARM 

la CMI50 aumentó 33 veces pasando de 1.5 a 50 µM, y la CMI90 aumentó 18 veces 

pasando de 6.6 a 120 µM (Figura 22). Estos resultados son congruentes con estudios 

previos, los cuales indican que la resistencia bacteriana frente a los PAMs catiónicos 

puede surgir a través de una selección 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 fármaco antibacteriano de amplio espectro muy 

utilizado en el mercado Tabla 7.  

 

 

Figura 21 Cinética del aumento de la resistencia de E. coli a la exposición continua a concentraciones sub-inhibitorias del 
péptido P19 por 50 generaciones. 
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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 señalan los spots diferencialmente 

expresados con significancia estadística (P<0,05). 

), esto puede deberse a la composición aminoácidica de las proteínas analizadas. 

Todos los análisis presentaron un coeficiente de correlación mayor a 0.6 indicando un 

buen valor en este parámetro de análisis (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 peptídica, las cuales son cargadas en el software Mascot el cual hace 

una búsqueda a partir de la huella peptídica 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 proteínas según su función, 

en ambas bacterias se logró 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 

mayoría de proteínas con expresión diferencial estuvieron relacionadas con procesos 

metabólicos, 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 metabólicos seguidos 

de los procesos celulares los que evidenciaron más cambios en su expresión. A 

continuación, se analizarán y discutirán cada uno de los experimentos individualmente. 
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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 línea punteada horizontal son los spots con significancia estadística (p <0.05), Los puntos a la izquierda 
y derecha de las líneas punteadas verticales son los spots con variación biológica relevante: 2 veces superior a la 
derecha y 2 veces inferior a la izquierda. 

.
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Aclaraciones: 1Numero de acceso; 2Peso molecular; 3Punto Isoeléctrico; 4Cambio de Expresión; 5Puntaje basado 
en la probabilidad de Mascot. 
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Figura 29 Interactoma de las proteínas expresadas diferencialmente E. coli O157:H7 resistente al péptido P19 
(Experimento 2) construido por STRING v10.0.En la red predicha, las proteínas son representadas como nodos. Las 
flechas color rojo indican las proteínas que fueron inhibidas y las flechas verdes indican las proteínas que fueron 
sobreexpresadas. Los círculos con líneas punteadas amarillas son proteínas de transporte.  

 

5.7.2.1. Discusión Experimento 2: Se investigaron los cambios metabólicos generados en 

E. coli, tras su exposición prolongada a concentraciones subinhibitorias del péptido P19, 

cabe resaltar que fueron necesarias alrededor de 50 pases sucesivos aumentando la 

concentración del péptido a cada pase para lograr obtener bacterias resistentes y 

determinar cuáles proteínas pueden estar involucradas en sus posibles mecanismos de 

resistencia. Se pudo observar que la mayoría de proteínas fueron inhibidas en la cepa 
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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 línea punteada horizontal son los spots con significancia estadística (p <0.05), Los puntos a la izquierda 
y derecha de las líneas punteadas verticales son los spots con variación biológica relevante: 2 veces superior a la 
derecha y 2 veces inferior a la izquierda.
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Figura 32 Interactoma de las proteínas expresadas diferencialmente E. coli O157:H7 al ser tratadas con NPP19 
(Experimento 1) construido por STRING v10.0.En la red predicha, las proteínas son representadas como nodos. Las 
flechas color rojo indican las proteínas que fueron inhibidas y las flechas verdes indican las proteínas que fueron 
sobreexpresadas. Las líneas punteadas con rojo se muestran las proteínas involucradas en procesos energéticos. 

5.7.3.1. Discusión Experimento 3 

Se estudió el efecto del péptido nanoencapsulado en E. coli, el cual tuvo un CMI50 más 

bajo que el péptido libre sin embargo tanto el CMI90 como el CMB fue mucho más alto, 

lo que indica que es posible que se presentaran mecanismos de acción diferentes entre 

el péptido libre y encapsulado. Por medio de los análisis proteómicos se pudo evidenciar 

que rutas metabólicas diferentes son activadas, posiblemente por la presencia del PLGA, 
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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 línea punteada horizontal son los spots con significancia estadística (p <0.05), Los puntos a la 
izquierda y derecha de las líneas punteadas verticales son los spots con variación biológica relevante: 2 veces 
superior a la derecha y 2 veces inferior a la izquierda. 
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y UDP-N-acetilglucosamina-N-acetilmuramil pirofosril undecaprenol N-acetilglucosamina 

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

 
Figura 35 Interactoma de las proteínas expresadas diferencialmente en SARM al ser tratadas con el péptido P19 

(Experimento 4) construido por STRING v10.0.En la red predicha, las proteínas son representadas como nodos. Las 
flechas color rojo indican las proteínas que fueron inhibidas y las flechas verdes indican las proteínas que fueron 
sobreexpresadas. Las zonas delimitadas por la línea punteada roja corresponden a proteínas involucradas en los 
procesos de replicación, transcripción y traducción. 

 

5.7.4.1. Discusión Experimento 4 

Se investigó el efecto del péptido P19 a corto plazo sobre SARM, se evidencio que la 

mayoría de proteínas se sobreexpresaron en el grupo tratado entre ellas la proteína 50S 

ribosomal L20 (257,32 fold), involucrada principalmente en el ensamble estructural del 
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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 línea punteada horizontal son los spots con significancia estadística (p <0.05), Los puntos a la izquierda y 
derecha de las líneas punteadas verticales son los spots con variación biológica relevante: 2 veces superior a la 
derecha y 2 veces inferior a la izquierda. 
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Aclaraciones: 1Numero de acceso; 2Peso molecular; 3Punto Isoeléctrico; 4Cambio de Expresión; 5Puntaje 
basado en la probabilidad de Mascot. 
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quenina RNAt ribosiltransferasa (tgt, -0,64 fold), con la ATP sintasa subunidad B (atpF, -

1,00 fold), y la proteína iniciadora de la de la replicación cromosomal (dnaA, -0,90 fold); 

siendo esta ultima la proteína central de las interacciones (nodo rojo) (Figura 38). 

 

Figura 38 Interactoma de las proteínas 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 proteínas son representadas como 
nodos. Las flechas color rojo indican las proteínas que fueron inhibidas y las flechas verdes indican las proteínas que 
fueron sobreexpresadas. En las zonas delimitadas con la línea punteada azul y verde corresponden a proteínas 
involucradas en procesos de replicación, transcripción, y procesos de metabolismo energético, respectivamente. 

 

5.7.5.1. Discusión Experimento 5 

Se procedió a inducir la resistencia de SARM al péptido P19 para identificar los 

posibles blancos de futuros péptidos antimicrobianos, se logró identificar la 

sobreexpresión de la proteína iniciadora de la replicación cromosomal DnaA, la cual 

tupC 
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contiene un único origen de replicación (oriC) en los cromosomas eubacterianos. Esta 

proteína se une de manera dependiente de ATP a oriC para iniciar la formación del 

complejo de iniciación de la replicación y posteriormente del replisoma  (Messer 2002; 

Murray y Errington 2008). La inhibición presentada por DnaA junto con la ATP sintasa 

subunidad b, proteína implicada en el metabolismo energético y síntesis de ATP 

(coexpresión dada por el interactoma), da indicios del bloqueo o la detención de la 

replicación 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 

proteína no puede iniciar la replicación sin ATP.  

Por otro lado, uno de los mecanismos reportados para alcanzar resistencia a los 

tratamientos antimicrobianos y a las terapias anticancerígenas es a través del eflujo 

activo de los fármacos, mediante la acción de proteínas dependientes de ATP en la 

membrana celular  (Szczepanowski et al. 2004; Hollenstein et al. 2007). La 

multiresistencia a fármacos es un fenómeno atribuido a la expresión de transportadores, 

principalmente los pertenecientes a la familia de transportadores de tipo ABC (ATP-

binding cassette) en la membrana celular  (Kerr et al. 2005); están caracterizados por 

tener una amplia especificidad de sustratos transportando de forma activa compuestos 

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

Parte de un complejo de transportadores ABC se encuentra limitado a los sistemas 

biológicos de archaea y bacterias y está compuesto por dos proteínas de unión a ATP 

(TupC), dos proteínas transmembranales (TupB) y una proteína de unión a solutos  

(Bevers et al. 2006). Uno de estos complejos está involucrado específicamente en la 

incorporación de tungsteno, uno de los metales presentes en las principales enzimas que 

catalizan la transferencia de átomos de oxigeno  (Makdessi et al. 2001; Otrelo-Cardoso 

et al. 2017; Bevers et al. 2006).  

En este estudio, la proteína del sistema de unión a ATP para la toma de tungsteno 

TupC fue la única proteína identificada que tuvo una alta expresión en la cepa de SARM 

resistente al péptido P19 (404,58 fold). Esta acción podría ser un intento de la bacteria 

para buscar un recurso necesario para la disminución intracelular del péptido mediante 
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En la comparación obtenida entre NP y NP-P19 (t-student p<0.05) se evidenció la 

expresión diferencial de proteínas relacionadas con diferentes procesos biológicos. En 

este experimento, 18 spots fueron expresados diferencialmente en NPP19, de los cuales 

un total de 12 proteínas fueron inhibidas y 6 proteínas fueron sobreexpresadas (Figura 

39). Los spots con expresión diferencial fueron escindidos y tripsinizados para determinar 

su huella peptídica por espectrometría de masas. Las huellas peptídicas que fueron 

exitosamente identificadas se listan en la Tabla 13, con estas proteínas fue construido el 

mapa de calor (Anexo 19), el cual revela la expresión diferencial mediante intensidades 

de colores a través de las réplicas entre los grupos, los spots identificados con color azul 

muestran inhibición, mientras que el color rojo muestra sobreexpresión. En este caso la 

mayoría de proteínas 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 línea punteada horizontal son los spots con significancia estadística (p <0.05), Los puntos a la izquierda y 
derecha de las líneas punteadas verticales son los spots con variación biológica relevante: 2 veces superior a la 
derecha y 2 veces inferior a la izquierda. 
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basado en la probabilidad de Mascot. 
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ribosomal 30S S9 (rpsI), y esta con la proteína RNAt pseudouridinasintasa B (truB, -0,71 

fold) (líneas fucsias y negras). 

 

Figura 41 Interactoma de las proteínas expresadas diferencialmente en SARM al ser tratadas con NPP19 
(Experimento 1) construido por STRING v10.0.En la red predicha, las proteínas son representadas como nodos. Las 
flechas color rojo indican las proteínas que fueron inhibidas y las flechas verdes indican las proteínas que fueron 
sobreexpresadas. La zona delimitada con azul corresponde a proteínas involucradas en procesos de reparación de 
ADN y traducción. Las proteínas en la zona delimitada con la línea verde corresponden a proteínas responsables de 
procesos de síntesis de componentes de membrana y pared celular. 

5.7.6.1. Discusión Experimento 6 

Finalmente se investigó el efecto de la nanoencapsulación del péptido P19 en el perfil 

proteómico de SARM, se evidenció una ruta adicional para dar respuesta al estrés 

causado por el péptido P19. Esta vía está relacionada con la modificación de la carga 
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superficial de la envoltura celular, ya que la mayor sobreexpresión 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 biosíntesis de histidina, esta es una vía de múltiples pasos 

presente en arqueobacterias, bacterias, hongos y plantas, pero ausente en los 

mamíferos. Esto hace que su ruta biosintética sea un objetivo para la actividad de 

herbicidas, agentes antifúngicos y antibióticos  (Barbosa et al. 2002; Kulis-Horn et al. 

2014; Ruszkowski y Dauter 2017). La L-histidinol deshidrogenasa (HDH), cataliza los dos 

últimos pasos en la biosíntesis de L-histidina y asimismo, se ha reportado que es esencial 

para la replicación 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 (aminoácido cargado 

positivamente en condiciones fisiológicas) a la pared celular bacteriana, aumentando de 

esta manera su carga positiva y a su vez, disminuyendo la interacción electrostática con 

las nanopartículas. 

Similar a lo evidenciado para los otros tratamientos, se sigue encontrando el ataque a 

las rutas de síntesis energética. La proteína adenina dosforibosiltransferasa (aptF) 

implicada en la formación 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 radiación 

Deinococcus geothermalis  (Liedert et al. 2010). 

Finalmente, la alta expresión del factor de elongación G (fusA), proteína que cataliza 

la etapa de translocación ribosómica dependiente de GTP durante el alargamiento de la 

traducción, demuestra un intento por mantener el crecimiento bacteriano que depende 

significativamente de la síntesis de proteínas catalizada por el ribosoma  (Grinter et al. 

2016; Zhu et al. 2016).  
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proteínas de importadoras de nutrientes (Exp. 2); (II) sobreexpresión de proteínas 

involucradas en la reparación de ADN y proteínas involucradas en la síntesis de 

componentes de la membrana y pared celular (Exp. 3 y 6); y (III) sobreexpresión de 

reguladores de lisogenización.  

 

Finalmente, se logró identificar tanto en E. coli como en SARM un posible mecanismo 

de acción del P19 a nivel celular, inhibiendo la proteína murG, la cual es una 

glucosiltransferasa bacterial que se encuentra localizada en la membrana interna 

bacteriana, y está involucrada en la biosíntesis de péptidoglicano. Esta enzima está 

presente en todos los organismos que sintetizan peptidoglicano y es uno de los 

principales objetivos para el diseño de nuevos antibióticos. Sin embargo, estos 

resultados deben corroborarse por medio de técnicas moleculares complementarias. 

 

.  
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Anexo 3 Curva de calibración de las CFU Vs Absorbancia. 

 

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

Tiempo 
(m) 

Área 
Promedio 

(n=3) 
Desv. %liberación desv. % 

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 correlación de 1,000 corresponden a los geles de referencia 
utilizados para construir los master gel de cada experimento. 

Microorganismo # 
Exp. Grupo Nombre 

del Gel Spots Matched % Match 1a % Match 2b Coef. Corr. 

E. coli O157H7 

1 

Control(1) 
C1-1* 475 475 100 100 1,000 
C2-1 410 200 49 42 0,630 
C3-1 409 249 61 52 0,695 

Tratamiento(2) 
T1-1 250 225 90 47 0,663 
T2-1 184 182 99 38 0,606 
T3-1 180 178 99 37 0,601 

2 

Sensible(3) 
C1-2* 280 280 100 100 1,000 
C2-2 252 176 70 63 0,761 
C2-2 239 151 63 54 0,705 

Resistente(4) 
R1-2 110 105 95 38 0,601 
R2-2 109 108 99 39 0,608 
R3-2 115 111 97 40 0,615 

3 

NP(5) 
C1-3 600 333 56 55 0,709 
C2-3 625 367 59 60 0,745 
C3-3 778 325 42 53 0,701 

NPP19(6) 
N1-3* 609 609 100 100 1,000 
N2-3 728 335 46 55 0,712 
N3-3 691 322 47 53 0,698 

SARM 
4 

Control(1) 
C1-4 123 118 96 40 0,616 
C2-4 118 112 95 38 0,603 
C3-4 116 115 99 39 0,610 

Tratamiento(2) 
T1-4 255 212 83 72 0,816 
T2-4* 296 296 100 100 1,000 
T3-4 153 151 99 51 0,686 

5 Sensible(3) C1-5 144 139 97 56 0,718 
C2-5 151 135 89 54 0,708 
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C3-5 162 131 81 53 0,698 

Resistente(4) 
R1-5 214 158 74 64 0,766 
R2-5* 248 248 100 100 1,000 
R3-5 234 136 58 55 0,710 

6 

NP(5) 
C1-6* 236 236 100 100 1,000 
C2-6 169 93 55 39 0,613 
C3-6 224 212 95 90 0,931 

NPP19(6) 
N1-6 216 112 52 47 0,664 
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 selección 
artificial ; (5) Bacteria expuesta a nanopartículas vacías; (6) Bacteria expuesta a nanopartículas 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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Anexo 7 Informe de Mascot, de la búsqueda por huella peptídica, 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 
señalan los spots diferencialmente expresados con significancia estadística (P<0,05). 

 

A 
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Anexo 9 Mapa de calor del experimento 1 representado la diferencia en la expresión de las proteínas con significancia estadística 
(valor de p <0.05) y variación biológica relevante (cambio de expresión 2 veces mayor o 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 señalan los spots diferencialmente expresados con significancia estadística (P<0,05). 

 

A 
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Anexo 11 Mapa de calor experimento 2  representado la diferencia en la expresión de las proteínas con significancia estadística 
(valor de p <0.05) y variación biológica relevante(cambio de expresión 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 señalan 
los spots diferencialmente expresados con significancia estadística (P<0,05). 

 

 
















