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Resumen

Existe una creciente preocupacion por la falta de tratamientos efectivos para
infecciones causadas por bacterias resistentes, ya que la resistencia microbiana esta en
aumento a nivel mundial. Los PAM tienen multiples mecanismos de accion que los
vuelven efectivos contra bacterias resistentes, lo que los convierte en una opcidén efectiva
contra infecciones causadas por estos microorganismos. El péptido antimicrobiano Flo,
derivado del arbol Moringa oleifera, ha sido ampliamente estudiado por su mecanismo
de accion contra bacterias. En este proyecto, se utilizaron las microalgas Scenedesmus
acutus, Nannochloropsis oculata y Chlorella vulgaris para producir el péptido Flo de
forma recombinante. Se demostrd que la transformacion genética de las microalgas con
el gen flo fue exitosa, y se identificaron lineas transplastémicas en las tres cepas.

La identificacion y cuantificacion del péptido Flo se realizoé por ensayo de ELISA,
en N. oculata y S. acutus. Posteriormente fue posible identificar por Western blot el
péptido en N. oculata. Los ensayos antimicrobianos utilizando la proteina total soluble
(PTS) de la cepa transplastomica y silvestre de N. oculata, demostraron tener actividad
atribuible al péptido contra las cepas ATCC Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y
Staphylococcus aureus, no se demostrd actividad antimicrobiana para el caso de
Enteroccocus faecalis. Se analizé la actividad en cepas bacterianas resistentes a
antibioticos de uso clinico, donde se demostré la inhibicion de Staphylococcus
epidermidis, E. faecalis y K. pneumoniae, mientras que para E. coli solo se observo
disminucién del crecimiento bacteriano. La respuesta inflamatoria de la linea
transplastdmica fue analizada por el ensayo de secrecién de interleucina 6 (IL-6),
interleucina 10 (IL-10) y factor alfa de necrosis tumoral (TNF-a).

Palabras clave: Bacterias, bio-balistica, multi-resistentes, antibacteriana, cloroplasto.



Abstract

There is a growing concern about the lack of effective treatments for infections

caused by resistant bacteria, as microbial resistance is on the rise worldwide.
Antimicrobial peptides (AMPs) have multiple mechanisms of action that make them
effective against resistant bacteria, making them a viable option for combating infections
caused by these microorganisms. The antimicrobial peptide Flo, derived from the Moringa
oleifera tree, has been extensively studied for its mechanism of action against bacteria.
In this project, the microalgae Scenedesmus acutus, Nannochloropsis oculata, and
Chlorella vulgaris were used to produce recombinant Flo peptide. Successful genetic
transformation of the microalgae with the flo gene was demonstrated, and transplastomic
lines were identified in all three strains.
Identification and quantification of the Flo peptide were conducted using an ELISA assay,
in N. oculata and S. acutus, respectively. Subsequently, the peptide was identified in N.
oculata through Western blot analysis. Antimicrobial assays using the soluble total protein
(PTS) from the transplastomic and wild strains of N. oculata showed activity attributed to
the peptide against ATCC strains of Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, and
Staphylococcus aureus; however, no antimicrobial activity was demonstrated against
Enterococcus faecalis. The activity against clinically used antibiotic-resistant bacterial
strains was analyzed, revealing inhibition of Staphylococcus epidermidis, E. faecalis, and
K. pneumoniae, while only a reduction in bacterial growth was observed for E. coli. The
inflammatory response of the transplastomic line was analyzed using interleukin 6 (IL-6),
interleukin 10 (IL-10), and tumor necrosis factor-alpha (TNF-a).

Keywords: Bacteria, biolistic, multi-resistant, antibacterial, chloroplast.
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10. Conclusiones

La transformacién del cloroplasto de las microalgas con la construccion p464-Flo,
es estable por lo que se considera este organelo un productor potencial para el péptido
Flo.

Es posible la cuantificacidén del péptido Flo producido en la cepa transformada con
la construccion p464-Flo de N. oculata utilizando el ensayo de ELISA, asi mismo
identificarlo por Western blot.

La inhibicion bacteriana es variable y observable entre cada cepa dependiente de
la cantidad y tiempo de exposicion, ademas se destaca que el péptido contenido en la
PTS tiene actividad contra bacterias productoras de BLEE, las cuales son resistentes a
multiples antibioticos y bacterias Gram positivas de importancia clinica.

La PTS transplastémica no es citotoxica, y es posible la reduccién de la respuesta
inflamatoria, lo cual aumenta su potencial como posible coadyuvante o sustituto de la

terapia antibidtica.

11. Perspectivas

A fin de poder obtener mayores concentraciones del péptido Flo en la microalga
es necesario optimizar su crecimiento mediante la modificacion de la intensidad de luz,
eleccion de los nutrientes en el medio de cultivo, regulacion de temperaturas durante el
crecimiento, mantenimiento de un pH adecuado y estable durante el cultivo y/o uso de
biorreactores. El control adecuado de las condiciones de crecimiento permitiria
profundizar en la evaluacién del péptido Flo, ya que es importante realizar nuevos
ensayos antimicrobianos con mayor cantidad de PTS transplastomica y silvestre en las
bacterias que no mostraron inhibicion, y probar la actividad contra otras bacterias
multirresistentes aisladas de pacientes hospitalizados, también son necesarios nuevos
ensayos proinflamatorios y antiinflamatorios.

Algunas perspectivas a largo plazo del uso de la PTS transplastomica incluyen su
uso como sustituto o coadyuvante de antibidticos convencionales en la terapia contra
infecciones de organismos multirresistentes, lo cual podria generar multiples ventajas en

el combate contra la resistencia antimicrobiana, por lo que la propuesta de su uso para
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el recubrimiento de equipo de venoclisis debe ser evaluada, ya que se podria evitar la
adhesion de bacterias formadoras de biopeliculas, sin embargo, son necesarios estudios
en estas estructuras complejas para que esta alternativa siga avanzando. Por otro lado,
la generacion de farmacos a partir del uso de la PTS transplastomica para el tratamiento
de infecciones gastrointestinales, se plantea como una opcion atractiva debido a que la
microalga N. oculata es un organismo GRAS. No obstante, se requieren estudios

concluyentes respecto a su actividad citotoxica, antiinflamatoria y proinflamatoria.

14. Glosario

Actividad anti-inflamatoria: Capacidad de reducir o inhibir la inflamacion en el cuerpo.
Adaptacion: Capacidad de los organismos para ajustarse a nuevas condiciones o
ambientes.

Alergenos: Sustancias que pueden desencadenar una reaccion alérgica en ciertas
personas.

Alergias: Respuesta inmunitaria exagerada ante una sustancia normalmente inofensiva
para la mayoria de las personas

Amplio espectro: Capacidad de actuar contra una amplia variedad de microorganismos.
Anfipaticos: Moléculas que tienen una parte hidréfila (afin al agua) y una parte hidréfoba
(repelente al agua).

Antibiéticos: Sustancias que inhiben el crecimiento de microorganismos o los
destruyen.

Antihelminticos: Medicamentos utilizados para tratar infecciones causadas por
helmintos o gusanos parasitos.

Antimicrobianos: Sustancias que inhiben el crecimiento de microorganismos o los
destruyen.

Antipaludicos: Medicamentos utilizados para tratar la malaria.

Antiviricos: Medicamentos utilizados para tratar infecciones virales.

13



Bacterias multirresistentes (BMR): Bacterias que han desarrollado resistencia a
multiples antibioticos.

Biopelicula: Estructura compleja formada por un consorcio de microorganismos en una
matriz extracelular, responsable de muchas infecciones clinicas.

Capacidad inmunomoduladora: Habilidad para modular o regular la respuesta inmune.
Célula: Unidad basica de los organismos vivos.

Citocininas: Familia de citocinas que incluye las interleucinas.

Citocinas: Proteinas liberadas por las células del sistema inmunitario para regular y
coordinar la respuesta inmune.

Citotoxicidad: Capacidad de una sustancia para ser toxica para las células.
Consorcio: Grupo de organismos que trabajan juntos o interactuan en beneficio mutuo.
Daiio tisular: Lesion o destruccion de tejido corporal.

Endocitosis: Proceso mediante el cual una célula captura moléculas o particulas del
entorno al envolverlas con su membrana.

Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a): Citocina inflamatoria producida
principalmente por los macréfagos, con un papel importante en la respuesta inflamatoria
y la apoptosis celular.

Inflamacidén: Proceso bioldgico de respuesta del organismo ante lesiones, infecciones o
irritaciones.

Interleucinas (IL): Tipo de citocinas que actuan como mensajeros quimicos entre las
células del sistema inmunitario.

Patégenos: Microorganismos capaces de causar enfermedades.

Péptidos: Moléculas formadas por la union de aminoacidos mediante enlaces
peptidicos.

Propiedades antimicrobianas: Capacidad de un agente para inhibir o matar
microorganismos como bacterias, virus o hongos.

Reaccion inflamatoria: Respuesta del sistema inmunitario que involucra inflamacion
como parte de la defensa del organismo.

Respuesta inmune: Reaccion del sistema inmunoldgico ante la presencia de agentes
patogenos o dafio tisular.

Sepsis: Infeccidn grave y potencialmente mortal que se propaga por todo el cuerpo.
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Toxinas: Sustancias venenosas producidas por organismos vivos, como bacterias o

plantas.
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